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1. Einleitung 
 
1.1 Das Immunsystem 
Das Immunsystem schützt den menschlichen Körper vor Einwirkungen aus der Umwelt, wie 
zum Beispiel vor Krankheitserregern und ihren Toxinen. Es erkennt diese als Fremdstoffe und 
bekämpft sie mithilfe einer angeborenen und einer individuell erworbenen Komponente des 
Immunsystems. Auch körpereigene Zellen können Ziel der Immunabwehr werden. Zum einen 
werden mutierte Zellen erkannt und zerstört, um so eine mögliche Tumorentstehung zu ver-
hindern, zum anderen kann es durch Angreifen gesunder körpereigener Zellen zur Entstehung 
von Autoimmunerkrankungen kommen (1). 
Alle an diesen Immunreaktionen beteiligten Zellen entstammen den hämatopoetischen 
Stammzellen des Knochenmarks (Abb. 1-1). 
 
Knochenmark-
stammzelle
B-Zellen
lymphoide
Vorläuferzelle
Granulozyten
Th1 Eosinophile
myeloide
Vorläuferzelle
embryonale
Stammzelle
T-Zellen
Neutrophile
NK-Zellen
Basophile
Plasma-
zellen
CTL
Erythrozyten
erythroide
Vorläuferzelle
Makrophagen
Monozyten
Th17
Th2
Treg
Monozyten/
Granulozyten
Vorläuferzellen
Thrombozyten
Megakaryozyten
Abb. 1-1: Hämatopoese 
Die pluripotenten Stammzellen entwickeln sich über Vorläuferzellen hin zu den ausgereiften Blutzellen. Aus den 
lymphoiden Vorläuferzellen entwickeln sich T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen und ihre Subpopulationen. Aus den 
myeloiden Vorläuferzellen entwickeln sich zum einen die Makrophagen- und Granulozyten-Vorläuferzellen, 
zum anderen die Megakaryozyten, aus denen wiederum die Thrombozyten hervorgehen. Die Erythrozyten ent-
stehen aus eigenen erythroiden Vorläuferzellen. [verändert nach (2)] 
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1.1.1 Das angeborene und erworbene Immunsystem 
Man unterscheidet das angeborene und das erworbene Immunsystem. Das angeborene Im-
munsystem gliedert sich in zwei Komponenten und die dadurch vermittelte Immunantwort 
steht dem Körper innerhalb kürzester Zeit zur Abwehr zur Verfügung. Eine Komponente ist 
die zellvermittelte Abwehr, welche mithilfe von Phagozytose und Aktivierung des Komple-
mentsystems sowie allgemeiner Entzündungsreaktion zur Abwehr körperschädigender Sub-
stanzen und deren Abbau führt. Zu ihm zählen Makrophagen, Granulozyten und NK-Zellen 
(3). Eine weitere Komponente bilden die natürlichen physiologischen und anatomischen Bar-
rieren des Körpers, wie die Hornschicht der Haut oder die Magensäure, welche die zelluläre 
angeborene Immunantwort in ihrer Abwehrfunktion unterstützt. Das erworbene Immunsystem 
bildet die spezifische Abwehr des Körpers, die sich individuell von Organismus zu Organis-
mus auch innerhalb einer Spezies unterscheidet. Diese Immunantwort beinhaltet die Bildung 
spezifischer Antikörper durch Plasmazellen (humorale Antwort) genauso wie die Interaktion 
verschiedener T-Zellpopulationen mit antigenpräsentierenden Zellen und Zytokinen (zelluläre 
Antwort). Die Spezifität des erworbenen Immunsystems beruht darauf, dass die Antwort nur 
gegen das Antigen gerichtet ist, das die Reaktion hervorgerufen hat. Dies wiederum kommt 
dadurch zustande, dass T- und B-Lymphozyten Antigenrezeptoren auf der Oberfläche tragen, 
die jeweils nur ein bestimmtes Antigen binden können. Jeder Lymphozyt trägt auf seiner 
Oberfläche bestimmte Oberflächenmerkmale, sog. Differenzierungsantigene (CD = cluster of 
differentiation). Durch diese werden sowohl Zelltyp als auch Entwicklungs- und Differenzie-
rungsgrad und sogar ein Teil der funktionellen Eigenschaften charakterisiert (4). 
 
1.1.2 Aktivierung des erworbenen Immunsystems 
Das erworbene Immunsystem reagiert am effektivsten unter Zuhilfenahme des angeborenen 
Immunsystems. Da T-Zellen nicht in der Lage sind, Antigene ohne weitere zelluläre Hilfe zu 
erkennen, müssen diese auf der Oberfläche von Zellen über MHC-Moleküle (MHC = major 
histocompatibility complex) präsentiert werden. Es gibt zwei verschiedene Arten von MHC-
Molekülen. MHC Klasse I präsentieren Antigene, die sich im Zytoplasma der präsentierenden 
Zelle befinden und von CD8+-Lymphozyten erkannt werden. MHC I -Moleküle werden von 
allen kernhaltigen Körperzellen exprimiert. Phagozytierte Antigene werden nur von speziellen 
antigen-präsentierenden Zellen (APCs), wie Makrophagen und dendritischen Zellen, auf 
MHC-Molekülen der Klasse II den CD4+-Lymphozyten präsentiert. Dieser CD4+-
Lymphozyt wird bei Kontakt mit dem präsentierten Antigen über seinen T-Zell-Rezeptor 
(TCR) aktiviert und bringt dadurch die adaptive Immunantwort in Gang (4). 
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1.2 T-Lymphozyten 
Vorläuferzellen der T-Lymphozyten wandern nach ihrer Entstehung im Knochenmark über 
die Blutbahn in den Thymus, um dort auszureifen. Hier werden sie über verschiedene Signale 
zunächst selektiert. T-Zellen, deren T-Zell-Rezeptor an körpereigene MHC-Moleküle binden 
kann, überleben (positive Selektion); T-Zellen, die auf körpereigene Antigene jedoch zu stark 
reagieren, erhalten ein Signal, das zum Zelltod führt (negative Selektion). Im Thymus findet 
zudem die Festlegung auf eine der beiden Hauptpopulationen der T-Zellen statt; die Zellen, 
die an körpereigene MHC-Moleküle der Klasse II binden und das Oberflächenantigen CD4 
exprimieren, werden zu CD4+ T-Zellen; diejenigen, die an MHC-Moleküle der Klasse I bin-
den, werden zu CD8+ T-Zellen. Die die Selektion überlebenden ausgereiften T-Zellen verlas-
sen den Thymus und zirkulieren nun im Blut und in den peripheren lymphatischen 
Organen (5). 
Solange eine T-Zelle noch keinen Antigenkontakt hatte, wird sie als naive T-Zelle bezeichnet. 
Um an einer Immunantwort teilnehmen zu können, muss diese naive T-Zelle auf das für sie 
spezifische Antigen treffen, welches ihr von einer antigenpräsentierenden Zelle auf einem 
MHC-Molekül präsentiert werden muss. Erst durch diesen Kontakt zum Antigen ist es der T-
Zelle möglich, sich zu differenzieren und zu proliferieren. CD8+ T-Zellen werden durch 
MHC-Moleküle der Klasse I aktiviert und differenzieren sich hauptsächlich zu zytotoxischen 
T-Zellen. Sie sind vor allem dafür verantwortlich, dass körpereigene Zellen getötet werden, 
die Krankheitserreger in ihrem Zytoplasma tragen oder selbst durch Mutation entartet sind. 
CD4+ T-Zellen werden durch MHC-Moleküle der Klasse II aktiviert und differenzieren sich 
in peripheren lymphatischen Geweben in folgende Untergruppen: Th1-Zellen, Th2-Zellen und 
Th17-Zellen. Die natürlichen regulatorischen T-Zellen (Treg) entstehen im Thymus direkt 
und nicht aus der zuvor genannten CD4+ T-Zell-Population. Diese vier Untergruppen unter-
scheiden sich anhand ihrer Oberflächenmerkmale, ihres Zytokinmusters, ihrer Genexpression 
sowie in ihrer speziellen Aufgabe während des Ablaufs einer Immunreaktion (6). Im Folgen-
den werden die einzelnen CD4+-T-Zell-Subpopulationen nun näher beschrieben. 
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1.3 CD4+-T-Zellen und ihre phänotypischen und funktionellen Eigen-
schaften 
 
Abb. 1-2: Übersicht über die Funktionen CD4-positiver T-Zellen [modifiziert nach (6)] 
 
 
Abb. 1-3: Die Differenzierung der verschiedenen CD4+ T-Zell-Linien 
Das Zytokinmilieu determiniert die Differenzierung der naiven CD4+ T-Zellen. Diese können sich 
differenzieren zu Th1, Th2, Th17 und induzierten Treg. Diese Differenzierungsprogramme werden 
unter anderem kontrolliert durch die Zytokine IL-12 und IFNγ für die Th1-Differenzierung, zudem  
IL-4 für die Th2-Differenzierung und TGF-β und IL-6 für die Th17-Differenzierung. Induzierte Treg 
entstehen durch TGF-β, IL-2 und retinoic acid (RA). Spezifische Transkriptionsfaktoren für die ein-
zelnen CD4+ T-Zell-Populationen sind T-bet für Th1-Zellen, GATA3 für Th2-Zellen, RORc für 
Th17-Zellen und FOXP3 für Tregs. [modifiziert nach (7)] 
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1.3.1 Th1-Zellen 
 
Abb. 1-4: Koordination der Immunreaktion von aktivierten Th1-Zellen 
Zu Beginn der Th1- Immunantwort führt eine Aktivierung durch infizierte Makrophagen zu einer Synthese von 
INFγ. Dieses aktiviert zusammen mit dem CD40-Liganden Makrophagen die intrazellulären Pathogene zu zer-
stören. Chronisch infizierte Makrophagen benötigen hierfür den Fas-Liganden, den wiederum die Th1-Zellen 
bilden können. Über IL-2- Produktion kommt es zur T-Zell-Proliferation und damit zur Erhöhung der 
Effektorzellen während der Immunantwort. Über IL-2 und GM-CSF kann die Th1-Zelle die Makro-
phagendifferenzierung im Knochenmark beeinflussen. Auch auf die Wanderung der Makrophagen wirkt die 
Th1-Zelle ein, indem sie mithilfe von TNF-α diese zur Diapedese und durch CXCL2 zur Migration zum Infekti-
onsort anregt (6). 
 
Th1-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunantwort auf intrazelluläre Bakterien und 
bei der Abwehr von Virusinfektionen. Wird ihre Funktion fehlreguliert, so kann es zur Ent-
stehung von Autoimmunerkrankungen kommen (8). Zur Differenzierung in Richtung der 
Th1-Zelllinie aus naiven CD4+ T-Zellen kommt es vor allem durch die Zytokine IFNγ und 
IL-12 (7). Außerdem leistet der Signalweg über STAT4 einen wichtigen Beitrag dazu, dass 
sich die naive T-Zelle in Richtung Th1-Zelle entwickeln kann (9). Zudem produzieren Th1-
Zellen selbst IFNγ und IL-2 neben den proinflammatorischen Zytokinen TNF-α und TNF-β, 
die das angeborene Immunsystem, wie z.B. Makrophagen, dazu aktivieren, Pathogene abzu-
wehren, und die zudem die T-Zell-Antwort aktivieren (10). Die Aktivität der Th1-Zellen wird 
über das antiinflammatorische Zytokin IL-10 moduliert, das die IFN-γ Produktion 
herunterreguliert, sobald das Pathogen abgewehrt wurde, um zu verhindern, dass die Immun-
reaktion auf körpereigene gesunde Zellen übergreift (11). Der Transskriptionsfaktor T-bet ist 
für die Funktion und die Entwicklung der Th1-Zellen von entscheidender Bedeutung und in-
duziert die IFNγ-Produktion. Er gehört zur T-box Familie und ist das einzige T-box-Gen, das 
speziell nur in der lymphoiden Zellreihe exprimiert wird. Ohne ihn wird die T-Zell-
Entwicklung in Richtung Th2-Zelle getrieben (12). Für eine optimale T-bet-Expression in den 
sich differenzierenden Th1-Zellen ist die Aktivierung von STAT1 durch IFNγ und von 
STAT4 durch IL-4 notwendig. Nur durch das Zusammenspiel dieser beiden STAT-Systeme 
und anderer wichtiger Faktoren wie den Zytokinen IL-12 und IL-27 kann eine Differenzie-
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rung in Richtung Th1-Zelle überhaupt stattfinden (10, 12). Die Th1-Immunantwort wird vor 
allen durch Treg mit hoher FOXP3-Expression moduliert oder sogar unterdrückt (8). Zu nied-
rige Level an TGF-β und IL-10 im Blut rufen eine starke allgemeine Th1-Immunantwort her-
vor, die vor allem durch Induktion in IFNγ entsteht und Auswirkungen auf den Gastro-
intestinaltrakt hat; eine starke Th1-Antwort wird als einer der Hauptfaktoren für die Entwick-
lung chronisch entzündlicher Darmerkrankungen gesehen (13). Eigentliche Hauptaufgabe der 
Th1-Zell-Population ist es, den Organismus vor obligat intrazellulären Erregern zu schützen. 
Diese zellvermittelte Immunität erreicht die Th1-Zelle durch eine zytolytische Aktivität, die 
zur Apoptose der befallenen Zelle führt. Übermäßige proinflammatorische Th1-Zell-Aktivität 
trägt zu Gewebeschäden und zu reaktiven Entzündungen bei, wie z.B. zu chronisch entzündli-
chen Darmerkrankungen und zu Autoimmunreaktionen, z.B. bei Diabetes mellitus oder rheu-
matoider Arthritis (10).  
 
1.3.2 Th2-Zellen 
Für die Abwehr von Parasiten und Wurmerkrankungen ist vor allem die Immunreaktion der 
Th2-Zellen verantwortlich (8). Sie produzieren die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 und regen 
dadurch B-Zellen an, sich zu differenzieren und Immunglobuline zu produzieren bzw. rufen 
einen Immunglobulin-Switch der B-Zellen hervor, sodass vor allem die zur Parasitenabwehr 
wichtigen IgE produziert werden (6). Außerdem spielen Th2-Zellen durch die indirekt her-
vorgerufene hohe IgE-Produktion eine wichtige Rolle in der Erregerabwehr der Lunge (10). 
IL-4 und das absolut essentielle Zyotkin IL-2 spielen eine tragende Rolle in der Differenzie-
rung der naiven T-Zelle in eine Th2-Zelle. IL-2 stabilisiert die Zugänglichkeit des IL-4 Gens; 
wird IL-2 neutralisiert, kommt es zu einer verminderten IL-4 Produktion in den Th2-Zellen. 
Damit die sich differenzierende Th2-Zelle die Th2-spezifischen Zytokine produzieren kann, 
muss sie den Transskriptionsfaktor GATA-3 exprimieren. Die Amplifikation des Genab-
schnitts von GATA-3 wird daher während der Differenzierung heraufreguliert. Das entstande-
ne Produkt interferiert mit den Genorten für IL-4, IL-5 und IL-13, den Th2 spezifischen Ge-
nen (14, 15, 16). GATA-3 ist sozusagen der Schirmherr der Th2-Differenzierung. Zum einen 
ist er – wie oben bereits erwähnt – entscheidender Faktor für die IL-4 Produktion und zum 
zweiten hemmt GATA-3 die Th1-Differenzierung und die Th1-Immunantwort durch Hem-
mung der Expression von T-bet. Bei Fehlen von GATA-3 kann eine Th1-Immunantwort sogar 
in Abwesenheit von Faktoren auftreten, die normalerweise notwendig sind, um eine Th1-
Antwort zu induzieren (17). STAT6 ist via IL-4 wiederum der Hauptstimulator der GATA-3-
Expression und somit der Th2-Differenzierung (10). Treg mit hohen FOXP3-Leveln unter-
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drücken die Th2-Differenzierung, somit kommt es bei verminderter oder fehlender FOXP3-
Expression zu einer Überproduktion an Th2-Zellen. Diese Dysregulation kann zur Entstehung 
von Asthma und Allergien führen. Regulatorische T-Zellen können allerdings nicht die 
Zytokinproduktion von ausgereiften Th2-Zellen unterdrücken und somit nur in die Differen-
zierung modulierend eingreifen (8). 
 
1.3.3 Th17-Zellen 
Bei der Abwehr von extrazellulären Bakterien und Pilzinfektionen spielt die proinflam-
matorische Funktion der Th17-Zellen eine wichtige Rolle. Sie rufen eine Chemokin-
Produktion in lokal vorhandenen Epithel- und Stromazellen hervor. Dadurch verstärken die 
Th17-Zellen die akute Entzündungsreaktion während einer Immunantwort. Daher wird davon 
ausgegangen, dass eine Unterdrückung der Th17-spezifischen Zytokine, wie IL-17 und IL-22, 
zu einer Remission bei Autoimmunerkrankungen führen könnte (18, 19). Namensgeber für 
diese relativ neue T-Zell-Subpopulation ist das für diese Zellen spezifische Zytokin IL-17. 
Neben diesen produzieren Th17-Zellen weitere proinflammatorischen Zytokine wie IL-6, 
IL-1 und IL-23, ebenso wie IL-21 und IL-22 und sie exprimieren den IL-23-Rezeptor. Damit 
die Differenzierung in Th17-Zellen abläuft, müssen IL-2, IL-6 und TGF-β als polarisierende 
Zytokine vorhanden sein. Nur wenn kein IL-4, IFNγ oder IL-12 vorhanden ist, erfolgt die 
Differenzierung allein in die Th17-Richtung und nicht in Th1- oder Th2-Richtung. Charakte-
ristisch für Th17-Zellen ist des Weiteren die Expression von STAT3 und dem 
Transskriptionsfaktor RORc (retinoic acid receptor- related orphan receptor c) (6, 8, 20). Das 
Zytokin IL-27 vermindert die RORc-Expression und reguliert die Produktion von IL-17A und 
IL-17F in naiven T-Zellen herunter. Durch Unterdrückung der RORc-abhängigen Th17-
Differenzierung wirkt IL-27 Autoimmunerkrankungen entgegen und unterstützt die Entwick-
lung der anderen T-Zell-Subpopulationen, die IL-10 produzieren (21). STAT3 ist relevant in 
der IL-6-vermittelten Th17-Zell-Regulation. Bei Fehlen von STAT3 wurde nicht nur eine 
verminderte Produktion von IL-17 festgestellt, sondern auch eine Veränderung in der Expres-
sion von IL-17F, IL-22 und dem IL-23-Rezeptor. Für die IL-21-vermittelte Th17-
Differenzierung und für die IL-21-Expression ist STAT3 essentiell (22). 
Hohe FOXP3-Level unterdrücken die Th17-Antwort während einer Infektion (8). IFNγ dage-
gen fördert die Th17-Antwort und auch die Ausbildung von Th17-Gedächtniszellen (20). 
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1.3.4 Regulatorische T-Zellen 
Erstbeschreiber der CD4+CD25+regulatorischen T-Zellen, kurz Treg, war Sakaguchi in sei-
nem bis heute vielzitierten Paper von 1995. Die Treg sind eine heterogene Gruppe von Zellen, 
die in der Lage sind, die Immunantwort zu modulieren und die Aktivität der konventionellen 
T-Zellen, sog. Tconv, zu unterdrücken. Sie sind unerlässlich für Selbsttoleranz und verhindern 
dadurch die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen. Sakaguchi zeigte weiterhin, dass 
CD4+CD25+ Treg anerg sind und nur unter Zugabe von IL-2 proliferieren können. Zudem 
zeigte er, dass sie immunsupprimierend auf die restlichen T-Zellen, genannt Tconv, wirken 
und selbst keine proinflammatorische Funktionen übernehmen (23, 24, 25). Jedoch können 
bei Verlust von FOXP3 Treg neben den für sie charakteristischen Zytokinen – IL-10, IL-35 
und TGF-β – zusätzlich beachtliche Mengen an IL-2, TNF-α, IFN-γ und IL-17 produzieren 
(8). Mit Verlust von FOXP3 verlieren die Treg auch ihre hohe Expression von CD25, GITR 
und CTLA-4; sie sind nicht mehr in der Lage, die Proliferation der Tconv zu unterdrücken 
(26). 
 
1.3.4.1 Entwicklung der regulatorischen T-Zellen 
Treg entstehen im Thymus und sind abhängig von einer hohen und kontinuierlichen Expres-
sion des Transkriptionsfaktors FOXP3, der ausschlaggebend für ihre Entwicklung und ihre 
Suppressorfunktion ist (24, 27, 28). FOXP3 ist ein linienspezifischer Transskriptionsfaktor 
und wird nur von CD4+ Zellen exprimiert (24, 29). Der Funktionsverlust von FOXP3 ruft 
eine tödliche Autoimmunität sowohl bei Maus als auch beim Menschen hervor (24, 30, 31). 
Die genaue Differenzierungsweise im Thymus konnte bis jetzt noch nicht vollständig geklärt 
werden. 
 
1.3.4.2 Charakterisierung der regulatorischen T-Zellen 
Die Zytokine, die normalerweise von regulatorischen T-Zellen produziert werden, sind  
TGF-β, IL-10 und IL-35. Sie haben eine antiinflammatorische Wirkung, was wiederum die 
wichtige Funktion der regulatorischen T-Zellen, nämlich die Modulation der Immunantwort, 
unterstreicht und zeigt, dass sie eine Schlüsselrolle in genau dieser Funktion einnehmen. Vor 
allem IL-10 spielt eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz und Unter-
drückung von Autoimmunerkrankungen. Die Aufgaben von TGF-β sind zum einen die Steue-
rung der Entwicklung von induzierten regulatorischen T-Zellen, zum anderen die Aufrechter-
haltung des Phänotyps der regulatorischen T-Zellen. Auch die Unterdrückung der Entwick-
lung der anderen drei T-Zell-Subpopulationen wird unter anderem TGF-β zugeschrieben (32). 
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Ebenso ist IL-35 ein inhibitorisches Zytokin, das hauptsächlich von Treg produziert und für 
ihre starke Suppressionsaktivität verantwortlich gemacht wird. IL-35 wird vor allem im Rah-
men einer Immunantwort in aktiven Treg signifikant hochreguliert (33). Regulatorische T-
Zellen wirken zum einen direkt über Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen wie 
IL-10, TGF-β und IL-35 der entzündlichen Komponente der Immunantwort entgegen, zum 
anderen auch indirekt durch Induktion der Zytolyse. Obwohl diese Funktion der zellulären 
Abwehr hauptsächlich den NK-Zellen zugeschrieben wird, zeigen auch viele der CD4+ T-
Zellen zytolytische Aktivität. Aktivierte regulatorische T-Zellen exprimieren vor allem 
Granzym A, das zur Apoptose der Zielzellen führt. Vor Kurzem wurde ein weiterer Mecha-
nismus entdeckt, der mit dem Begriff „metabolic disruption“ bezeichnet wird. Hierbei handelt 
es sich um einen Mechanismus, bei dem die regulatorischen T-Zellen durch hohe Expression 
von CD25 dazu befähigt werden, am Ort der Abwehr die IL-2-Konzentration durch Aufnah-
me in die Treg-Zellen zu verringern und dadurch den Effektor-T-Zellen das Substrat, das sie 
zum Überleben benötigen, zu entziehen. Zusätzlich nimmt man an, dass die regulatorischen 
T-Zellen die Entwicklung und Differenzierung von dendritischen Zellen, welche wiederum 
für die Effektor-T-Zell-Aktivierung notwendig sind, beeinflussen können (32). 
Treg mit einer hohen Expression von FOXP3 unterdrücken vor allem die Antwort der Th1- 
und Th17-Zellen und die Differenzierung in die Th2-Subpopulation. Auch auf NK-Zellen und 
dendritische Zellen wirken die regulatorischen T-Zellen ein und modulieren so die Immun-
antwort (8). 
Erwähnenswert sind zwei weitere Gene, deren Bedeutung für die Treg bislang noch nicht ab-
schließend geklärt werden konnten. Hierbei handelt es sich zum einen um LAG 3 (= 
lymphocyte activation gene 3). LAG-3 ist ein mit CD-4 assoziiertes Gen und bindet an MHC-
Moleküle der Klasse II. Natürliche CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen exprimieren LAG-3 
vor allem, wenn sie aktiviert werden. Besonders in FOXP3+ Zellpopulationen wird LAG3 
vermehrt exprimiert im Vergleich zu FOXP3- Zellpopulationen (16). Unspezifische Expressi-
on von LAG-3 in anderen CD4+ T-Zellen reduziert deren Proliferationskapazitäten signifikant 
(16, 34). Zum anderen ist LIF (= leukemia inhibitory factor) ein weiteres interessantes Gen. 
Es ist ein pleiotropes Zytokin der IL-6-Familie, welches in verschiedensten Zelltypen 
exprimiert wird und Effekte auf verschiedene Zelltypen, u.a. Neurone, Megakaryozyten und 
verschiedene Tumorzelllinien, hat. Es kann unter anderem in die Differenzierung von Th17 
Zellen hemmend eingreifen und dadurch die Hemmung der Th17 Zellen auf die Treg-Zellen 
aufheben und die Autoimmunantwort somit unterdrücken. Erstmals beschrieben und identifi-
ziert wurde LIF 1986 von Metcalf und seinen Kollegen (35).  
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1.3.4.3 Unterscheidung zwischen natürlichen Treg und induzierten Treg 
Man unterscheidet natürliche von peripher induzierten regulatorischen T-Zellen. Die natürli-
chen regulatorischen T-Zellen unterscheiden sich von konventionellen T-Zellen dadurch, dass 
sie keine T-Zell-Rezeptor-gekoppelten Signale benötigen, um CD25 kontinuierlich zu 
exprimieren (16). Humane natürliche Treg zeichnen sich zudem durch eine Coexpression von 
CD4, CD25 und FOXP3 aus und exprimieren kein oder nur wenig CD127. Wohingegen akti-
vierte CD25+ Tconv auch CD127 auf ihrer Oberfläche exprimieren (24, 36, 37). Bei in vitro 
Stimulation können Tconv zumindest vorübergehend FOXP3 hochregulieren und werden 
dann als induzierte Treg, kurz iTreg, bezeichnet. Im Gegensatz zu natürlichen Treg im peri-
pheren Blut exprimieren iTreg kein HELIOS. HELIOS scheint ein Marker für Thymus-
gereifte Treg zu sein (24, 38). 
Natürliche Treg unterscheiden sich des Weiteren von Tconv und iTreg durch ihr DNA-
Methylierungsmuster und andere epigenetische Modifikationen (39). Eine wichtige Genregion 
ist TSDR (Treg-specific demethylation region), die in Treg demethyliert und in Tconv und 
iTreg methyliert vorliegt. TSDR stabilisiert die FOXP3-Expression in Treg (24, 40, 41, 42). 
Auch an anderen Genregionen finden sich DNA-Methylierungsunterschiede zwischen Treg 
auf der einen und Tconv und iTreg auf der anderen Seite (24, 42, 43, 44, 45, 46). 
 
1.3.4.4 In vitro Expansion regulatorischer T-Zellen 
Um natürliche Treg in vitro stimulieren und expandieren zu können, muss zunächst mittels 
Zellsortierung genau diese Population von den restlichen T-Zellen, insbesondere auch von 
den induzierten Treg, selektiert werden. Hierfür können Epigenetik und Methylierungs-Status 
nicht herangezogen werden, da noch keine Methode etabliert wurde, um vitale Zellen hier-
nach zu sortieren. Die Zellsortierung erfolgt demnach zunächst über Oberflächenantigene wie 
CD4 und CD25 (24, 47). Bei Zellsortierungen nur nach CD4+ und CD25high wurde aller-
dings festgestellt, dass die so gesorteten Zellen, auch wenn sie anfänglich in Kultur zu > 95% 
FOXP3 exprimieren, mit Kultivierungsdauer über 3 Wochen im Gehalt an FOXP3+-Treg 
erheblich variieren. Mit dem Abfall der FOXP3-Expression findet ein gleichzeitiger Anstieg 
der TSDR-Methylierung statt (24, 48). Je länger also die in-vitro-Expansion ist, desto weniger 
FOXP3+ Treg finden sich. Daraus folgt ein Zweifel an der Stabilität der Treg, v.a. weil bei 
den kultivierten und dadurch umstrukturierten Treg zunehmend proinflammatorische 
Zytokine wie IFNγ und IL-17 produziert werden (24, 49, 50, 51).  
Um jedoch die Chance auf eine Gewinnung reiner FOXP3+ Treg bei der Zellsortierung zu 
erhöhen, bedient man sich u.a. eines weiteren Oberflächenantigens, nämlich CD45RA. Treg, 
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die CD45RA+ sind, bezeichnet man als naive Treg, die bisher noch keinen Antigenkontakt 
hatten. Diese Treg sind in Bezug auf ihr FOXP3-Expression und Funktionsbeibehaltung über 
die gesamte Expansionsdauer stabiler als Treg, die bereits Antigenkontakt hatten und somit 
CD45RA- sind (24, 48, 51). Weitere Analysen zeigten, dass nur die CD45RA+ gesorteten 
Zellen der CD4+CD25high T-Zell-Population einheitlich CD62L, CCR7, CTLA-4 (= 
cytotoxic T lymphozyte-associated antigen-4) und FOXP3 exprimieren und über die Dauer 
der Kultivierung beibehalten. Zudem produzieren sie keine proinflammatorischen Zytokine 
und behalten ihre suppressive Aktivität auch nach der in vitro Expansion bei. Im Gegensatz 
dazu verlieren die CD45RA- Treg die Expression der Lymphknoten-Homing-Rezeptoren 
CCR7 und CD62L. Und vor allem auch die Expression von FOXP3 bleibt in dieser Zelllinie 
nicht erhalten. 
 
1.3.4.5 Bedeutung der Treg bei GvHD nach allogener Stammzelltransplantation 
Aufgrund von tierexperimentellen Studien geht man davon aus, dass auch nach HLA-
identischer Stammzelltransplantation die Zellen des Spenders mit weiteren Strukturen des 
Empfängers, z.B. den minor histocompatibility antigens (mHA), interagieren und somit eine 
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) auslösen können, bei der die Spender-T-Zellen die Emp-
fängerzellen v.a. der Haut, der Leber und des Gastrointestinaltraktes angreifen und zerstören 
können. Die GvHD ist mit einer hohen Mortalität assoziiert. In unserer Arbeitsgruppe konnte 
aufbauend auf unseren tierexperimentellen Ergebnissen im Rahmen von wenigen klinischen 
Heilversuchen bei Patienten mit schwerer GvHD gezeigt werden, dass sich auf histologischer 
Ebene die Auswirkungen der GvHD auf die betroffenen Organsysteme nahezu vollständig 
rückgängig machen lassen, indem die Treg-Zellen des Spenders die Immunreaktion der restli-
chen Spender-T-Zellen auf die Empfängergewebe modulieren und unterdrücken (24). Um 
eine möglichst konstant FOXP3-exprimierende Treg-Population und damit die bestmögliche 
immunsupprimierende Antwort zu erhalten, wurde für die klinischen Therapieversuche die 
CD45RA+-Population der CD4+CD25high Treg verwendet. (51) Bislang konnte jedoch 
durch diese Heilversuche noch keine Verlängerung des Überlebens der von der GvHD betrof-
fenen Individuen erreicht werden (24). Dennoch zeigen diese Versuche die Bedeutung der 
Treg-Zellen im Rahmen von immunologischen Erkrankungen auf und könnten eine potentiell 
kurative Behandlungsmöglichkeit bei Auftreten einer GvHD sowie verschiedener angebore-
ner und erworbener hämatologischer Erkrankungen darstellen. 
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1.3.5 Interaktion der einzelnen T-Zell-Subpopulationen 
Die oben beschriebenen T-Zell-Subpopulationen befinden sich nicht in einem statischen Sys-
tem, sondern interagieren miteinander. So entstehen zum Beispiel die Th17- und die Treg-
Immunantwort parallel. Einige FOXP3 exprimierende Zellen exprimieren auch RORc. Diese 
Interaktion zwischen FOXP3 und RORc kann wiederum die Th17 Antwort unterdrücken. 
Zudem ist IL-2 sowohl für Th17-Zellen als auch für Treg ein wichtiges Differenzierungssig-
nal (8). IL-6 dagegen unterdrückt die Differenzierung in Treg und unterstützt die Th17-
Differenzierung (10). Des Weiteren unterscheiden sich diese beiden Subpopulationen dahin-
gehend, dass Th17 proinflammatorische Funktionen hat und die entzündliche Komponente 
der Immunantwort antreibt, wohingegen Treg die Hauptrolle in der Aufrechterhaltung der 
peripheren Toleranz und in der Modulation der Immunantwort spielen und die Aktivität der 
Th1-, Th2- und der Th17-Zellen regulieren. Somit ist eine Balance zwischen Th17- und Treg-
Zellen unabdinglich für die Kontrolle und die Vermeidung der Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen (52). Auch ist es wahrscheinlich, dass Th1- und Th17-Zellen aus gemeinsamen 
Vorläuferzellen entstehen. IL-12 und IL-23 sind beide mit der Differenzierung sowohl der 
Th1-Linie als auch der Th17-Linie assoziiert und besitzen eine identische Untergruppe in ih-
ren Genen, die in beiden Zelllinien in gleichem Maß exprimiert zu sein scheint. Auch die 
Coexpression von IFNγ und IL-17 in T-Zellen lässt diesen Zusammenhang vermuten. Es gibt 
Anhaltspunkte dafür, dass eine frühe Th17-Antwort während einer Immunreaktion die Rekru-
tierung der Th1-Zellen zum Infektionsherd fördert und die Bildung von Th1-Gedächtniszellen 
unterstützt. Des Weiteren gibt es einige Bereiche, in denen die Entwicklung der Th17-Zelle 
durch die Th2-Zelle unterbunden wird, zum Beispiel wird durch eine hohe GATA3-
Expression die Produktion von IL-17 gehemmt. Dasselbe trifft auch auf die Herabregulation 
von Th17-spezifischen Transskriptionsfaktoren wie RORc und STAT3 zu (20). Wie zuvor 
schon erwähnt, unterdrücken FOXP3-positive Treg neben der Immunantwort der Th1- und 
Th17-Zellen auch die Differenzierung in die Th2-Subpopulation. Zudem wirken die regulato-
rischen T-Zellen auf NK-Zellen und dendritische Zellen ein und modulieren so die Immun-
antwort (8). 
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Zielsetzung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Eigenschaften von regulatorischen T-Zellen näher 
zu charakterisieren. Diese wichtigen Immunzellen spielen eine herausragende Rolle bei der 
Modulation des Immunsystems und der Aufrechterhaltung der körpereigenen Selbsttoleranz. 
Die Grundlage hierfür bilden ihre phänotypischen und funktionellen Eigenschaften ebenso 
wie ihre Wandlungsfähigkeit. Wie in der Einleitung beschrieben, kommt es bei der in vitro 
Expansion zu einer Veränderung des Expressionsmusters linienspezifischer Merkmale, wie 
z.B. Hoch- oder Herabregulation von FOXP3. Um diese Veränderung auf molekularer Ebene 
nachvollziehen und damit auch die Wandelbarkeit der Treg darstellen zu können, wurde in 
dieser Arbeit eine Methode etabliert, mit der es möglich ist, die in vitro expandierten Treg 
nach FOXP3 und IL-4 in verschiedene Subpopulationen zu sortieren. Nach der Sortierung 
sollte jeweils intakte RNA extrahiert werden, was nach der kombinierten FOXP3- und IL-4-
Färbung bisher noch nicht möglich war. Im Anschluss an der RNA-Extraktion erfolgte mittels 
quantitativer real-time PCR die Analyse in Bezug auf Unterschiede in der Expression ver-
schiedener linienspezifischer Gene. Hierbei wurden neben CD4 als Erfolgskontrolle die li-
nienspezifische Gene RORc für Th17-Zellen (6, 8, 20), GATA 3 für Th2-Zellen (14, 15), 
FOXP3 für Treg (24, 27, 28) sowie LAG3 und LIF als potentielle Marker einer der Treg-
Subpopulation (16, 35) verwendet.  
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3. Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
5ml FACS-Röhrchen steril BD Falcon 
5ml FACS-Röhrchen unsteril BD Falcon 
Einmalhandschuhe, latexfrei Hartmann 
Reagiergefäße (0,5 und 1,5 ml) Eppendorf 
Filterspitzen Ratiolab 
Glaskolben 500ml VWR 
Kanülen (0,4 und 0,9 mm) BD Microlance 
Heatsealing film Eppendorf 
Kryoröhrchen Corning 
MACS-Separation Columns (LS, LD) Miltenyi 
MACS PreSeparation Filter Miltenyi 
Neubauer Zählkammer Marienfeld 
Polypropylenröhrchen (15, 50 ml) BD Falcon 
Twin.tec PCR Plate 96, semiskirted Eppendorf, Hamburg 
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm2) Corning 
6-well, 24-well und 96-well-Flachboden 
Platten 
BD Falcon 
96-well Rundbodenplatten Corning 
Zellsiebe (70µm) BD Falcon 
 
 
3.1.2 Geräte 
Gerät Hersteller 
Absaugpumpe Roth 
Varioclav 75 S H + P Labortechnik AG 
ARIA Hochgeschwindigkeitszellsorter BD 
Brutschrank, CO2, Heracell240 Kendro Heraeus 
Digestorium Prutscher 
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Elektrophoresekammer Blue Marine Serva Elextrophoresis (Heidelberg) 
FACSCalibur BD 
Gefrierschrank Premium no-frost Liebherr 
Heizblock HLC (Heap Labor Consult) 
Kühlblocks für twin.tec PCR Plate 96 Eppendorf, Hamburg 
Kühlschrank Premium frost-free Liebherr 
Laminar Flow Einheit Clean Air Biohazard 
Laminar Flow Einheit Heraeus HeraSafe 
Mikroliterzentrifuge Mikro 200R Hettich 
Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 
Mikrowelle Modell 8020 Privileg 
Mikrozentrifuge Capsulefuge PMC-060 TOMY 
ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop) PEQLab 
Netzgerät Blue Power Plus Blue Power 
Phosphorimmager, Typhoon 920 GE HealthCare Bio-Science 
PTC-200 Thermo Cycler MJ Research 
RealPlex4 Mastercycler, ep gradient S Eppendorf, Hamburg 
Permanentmagnet Midi-MACS Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach 
RotorMixer Miltenyi 
Rührer, magnetisch, beheizt, RCT basic IKA Labortechnik 
Schüttelgerät Vortemp 56 EVC neoLab 
Schweißgerät Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
Thermostatic WaterBath-WBS Fried Electric 
Vortex REAX 2000 Heidolph 
Waage Sartorius 
Zentrifuge 6K15 Sigma Laboratory Centrifuges  
Zentrifuge Sigma 2-6 mit Ausschwingro-
tor 
Sigma 
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3.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
3.1.3.1 Gekaufte Chemikalien 
Chemikalien, Reagenzien Hersteller/Herstellung 
2-Propanol Merck 
AB-Serum, human Transfusionsmedizin Tübingen 
Chloroform Merck 
Cytofix/Cytoperm BD  
DAPI Sigma 
DEPC Roth 
Dimethylsulfoxid (DMSO, 99,7%) Sigma 
EDTA-Dinatriumsalz (0,1mM) Sigma 
Ethanol J.T. Baker 
FACS-Clean BD Heidelberg 
FACS-Flow BD Heidelberg 
FACS-Rinse BD Heidelberg 
Fötales Kälberserum (FCS) PAA 
FOXP3 Färbekit(Pufferset) eBioscience  
Lymphozytenseparationslösung Biocoll Biochrom AG 
Methanol Merck 
NaCl (100mM) Roth 
Paraformaldeyhd Fluka 
DPBS (Dulbecco’s Phosphate buffered 
saline) 
PAA Laboratories 
RNAse freies Wasser GIBCO invitrogen 
SDS Sigma 
TRIzol ® Invitrogen, Karlsruhe 
2-Mercaptoethanol(für RNA) Roth 
2-Mercaptoethanol(für Zellkultur) Gibco 
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3.1.3.2 Selbst angesetzte Puffer 
Chemikalien, Reagenzien Hersteller/Herstellung 
Komplettes RPMI Medium (cRMPI) 
 
Medium RPMI 1640 
2 mM L-Glutamin 
50 µM 2-Mercaptoethanol (Roth) 
1 mM Natrium-Pyruvat 
1 % MEM non-essential amino acids 
100 U/ml Penicillin 
100 µg/ml Streptomycin 
0,4mL/100mL MEM Vitamins 
10%  FCS 
10 mM HEPES-Puffer 
MACS-Puffer PBS + 2mmol EDTA, 1%FCS 
MOPS 20x 300 ml  DEPC-H2O 
42 g  MOPS 
4,1 g  NaAcetat (H2O-frei) 
3,7 g  EDTA 
pH 7,0 mit NaOH 
ad 500 ml DEPC-H2O 
Lysepuffer 0,2922 g NaCl (100 mM) (Roth) 
0,06057 g Tris (10 mM) (Sigma) 
0,9306 g EDTA (50 mM) (Sigma) 
0,25 g  SDS (0,5 %) (Sigma) 
ad 50ml USB (DEPC) Wasser 
TRIzol ® Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
3.1.4 Enzyme, Inhibitoren, molekularbiologische Kits 
 Hersteller 
High Pure FFPE RNA Micro Kit Roche 
QuantiFast SYBR Green PCR Kit Qiagen 
Reverse Transkriptase (M-MLV RT) Promega 
RNAsin Promega 
SUPERase IN Ambion 
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3.1.5 Farbstoffe und Stimulanzien 
 Hersteller 
Ethidiumbromid Invitrogen 
Ionomycin Alexxis 
PMA Calbiochem(Merck) 
Propidumiodid Sigma 
Trypanblau (0,4%) Sigma 
Türks-Lösung Merck 
Anti-CD28 purified, NA/LE BD 
OKT3 (anti-CD3) Janssen-CILAG GmbH 
Proleukin S (IL-2) Novartis 
TCE Dynal 
 
 
3.1.6 Anti-Human-Antikörper für die FACS-Färbung 
Spezifität Klon Konjugation Hersteller 
anti-CD3 SK7 APC BD 
anti-CD4 SK3 APC BD 
anti-CD4  SK3 FITC BD 
anti-CD4 SK3 PE BD 
anti-CD14 MΦP9 PE BD 
anti-CD25 2A3 APC BD 
anti-CD25 2A3 PE BD 
anti-FOXP3 PCH101 APC eBioscience 
anti-FOXP3 PCH101 PE eBioscience 
anti-FOXP3 PCH101 eFluor450 eBioscience 
anti-GATA3 TWAJ PE eBioscience 
anti-IL-2 MQ1-17H12 APC BD 
anti-IL-2 MQ1-17H12 PE BD 
anti-IL-4 8D4-8 APC eBioscience 
anti-IL-4 8D4-8 AlexaFluor 488 eBioscience 
anti-IL-17a 64DEC17 AlexaFluor 647 eBioscience 
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anti-IL-17a 64DEC17 AlexaFluor 488 eBioscience 
anti-INFg B27 APC BD 
anti-INFg B27 FITC BD 
anti-INFg B27 PE BD 
anti-RORc AFKJS-9 PE eBioscience 
anti-Tbet eBio4B10 AlexaFluor 647 eBioscience 
 
 
3.1.7 Magnet-Beads zur Zellisolierung 
Spezifität Hersteller 
anti-Human-CD4-MicroBeads Miltenyi 
anti-Human-CD25-MicroBeads Miltenyi 
anti-PE-MicroBeads Miltenyi 
 
 
3.1.8 Oligonukleotide 
Name Sequenz (5‘ → 3‘) 
CD4 Sense ATG TGG CAG TGT CTG CTG AG 
CD4 Antisense GAT GCC TAG CCC AAT GAA AA 
β2M Sense GTG CTC GCG CTA CTC TCT CT 
β2M Antisense TCT CTG CTG GAT GAC GTG AG 
FOXP3 Sense GAA ACA GCA CAT TCC CAG AGT TC 
FOXP3 Antisense ATG GCC CAG CGG ATG AG 
β-Aktin Sense CGT CTT CCC CTC CAT CG 
β-Aktin Antisense CTC GTT AAT GTC ACG CAC 
IL-4 Sense CAC AGC AGT TCC ACA GGC TTC AC  
IL-4 Antisense CGT ACT CTG GTT GGC TTC CTT CAC 
GAPDH Sense CCA CAT CGC TCA GAC ACC AT 
GAPDH Antisense GGC AAC AAT ATC CAC TTT ACC AGA GT 
GATA3 Sense GAC CCT GTC TGC AAT GCC TG 
GATA3 Antisense TCT GGA TGC CTT CCT TCT TCA TAG TC 
RORc Sense GCAGCG CTC CAA CAT CTT CTC 
Material und Methoden  28 
 
RORc Antisense GCA CAC CGT TCC CAC ATC TC 
LIF Sense GTG CCA ATG CCC TCT TTA TTC TC 
LIF Antisense CCA AGG TAC ACG ACT ATG CGG 
LAG3 Sense CGT CTC CAT CAT GTA TAA CCT CAC 
LAG3 Antisense CCT GGC TCA CAT CCT CTA GTC 
TBET Sense TGA ACG ACG GAG AGC CAG AG 
TBET Antisense TGG TTG GGT AGG AGA GGA GAG 
INFγ Sense TTT GGG TTC TCT TGG CTG TTA CTG 
INFγ Antisense CAT TAT CCG CTA CAT CTG AAT GAC CTG 
 
 
3.1.9 Software und Internetdienste 
Im Folgenden finden sich alle Software und Internetdienste, die während der Erstellung der 
Arbeit Anwendung gefunden haben. 
Software Hersteller/Adresse 
Adobe Acrobat Reader Adobe, Germany 
BioGPS http://biogps.gnf.org/#goto=welcome 
CELLQuest Pro BD 
Corel Draw Corel Corporation 
FlowJo Treestar, San Carlos 
Mastercycler RealPlex Eppendorf, Hamburg 
Microsoft Office Microsoft, Redmont 
NanoDrop PEQ Lab 
Pubmed Medline http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
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3.2 Methoden 
 
3.2.1 Zellbiologische Methoden 
 
3.2.1.1 Ermittlung der Zellzahl 
Um die Zellzahl einer Population zu bestimmen, wurden die Zellen mit einer 0,16-
prozentigen Trypanblau-Lösung in 0,9% NaCl und in PBS verdünnt, in eine Neubauer-
Zählkammer gegeben und mithilfe eines Mikroskops ausgezählt. Da tote Zellen sich wegen 
ihrer fehlenden Membranintegrität im Gegensatz zu den lebenden blau färben, ist dadurch 
eine Lebend-Tot-Diskriminierung möglich. Die Zellzahl wurde anhand folgender Formel be-
rechnet: 
 
Zellzahl =
	
ℎ						
	
ℎ		
äℎ				
× Volumen × ü			 !"	 × 10	000 
 
Bei Zellsuspensionen mit potentiell enthaltenen Erythrozyten wurde zur Bestimmung der 
Zellzahl die Türkslösung verwendet. Die in dieser Lösung enthaltene Essigsäure hämolysiert 
die Erythrozyten, das enthaltene Gentianviolett diskriminiert, wie oben erläutert, weiterhin die 
Leukozyten. 
 
3.2.1.2 Auftauen von Zellen 
Das Auftauen kryokonservierter Zellen, vor allem PBMCs, erfolgte nach dem in der Arbeits-
gruppe üblichen Protokoll. 
Beim Auftauen wurden die Kryoröhrchen schnell in ein 37°C warmes Wasserbad überführt, 
nach dem Auftauen rasch in warmem RPMI-Medium (10%FCS) verdünnt und abzentrifugiert 
(311 G/10 min/4 °C). Danach erfolgte je nach Zellzahl eine Aussaat in 25 bzw. 75 cm2 Zell-
kulturflaschen, die über Nacht im Brutschrank (37°C, 5% CO2, ≥ 90% Luftfeuchtigkeit) 
inkubiert wurden, oder es erfolgte die sofortige Weiterverarbeitung im Hinblick auf Färbung 
oder RNA-Gewinnung. 
 
3.2.1.3 Kultivierung und Expansion humaner Treg und Tconv Zellen 
In vitro expandierte Treg-Zellen wurden mir freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
Jasmin Stahl und Rüdiger Eder. Zur Zellsortierung wurden dafür zunächst aus 
Leukapheresaten über Dichtezentrifugation die humanen PBMCs gewonnen. Diese wurden 
mit PE-anti-Human-CD25 Antikörpern gefärbt und mit anti-PE-beads (Milteny Biotec, Berg-
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isch-Gladbach) über LS-Säulen und das Midi-MACS-System gemäß des Herstellerprotokolls 
in eine Positiv- und eine Negativ-Fraktion aufgetrennt. Dann wurden beide Fraktionen mit 
FITC-anti-Human-CD4 und APC-anti-Human-CD45RA Antikörpern gefärbt und über ein 30 
µm Zellsieb filtriert, um Zellkonglomerate herauszufiltern. Um während der Sortierung tote 
von lebenden Zellen unterscheiden zu können, wurden jeweils 10% Propidiumiodid zu den 
beiden Zellfraktionen gegeben. Im Anschluss daran erfolgte die Zellsortierung im 
Durchflusszytometer FACSAria. Hierbei wurden die Proben in CD4+CD25highCD45RA+ 
(Treg-Subpopulation, naiver Zellen), CD4+CD25highCD45RA- (Treg-Subpopulation, mit 
schon erfolgtem Antigenkontakt) und CD4+CD25neg T-Zellsubpopulationen sortiert. Die sor-
tierten T-Zellpopulationen wurden im Anschluss durchflusszytometrisch reanalysiert und hat-
ten, falls nicht anders vermerkt, eine Reinheit von > 98%. Expandiert wurden die so gewon-
nen Zellen zum einen auf sog. L-Zellen unter Zugabe von anti-Human-CD3- und anti-Human-
CD28-Antikörper, zum anderen erfolgte die Expansion mit T-Zell-Expander-beads (TCE) mit 
anti-CD3- und anti-CD28-Antikörper auf ihrer Oberfläche. Dem Kulturmedium wurden au-
ßerdem 300 U/ml humanes IL-2 zugesetzt, um die Anergie der humanen Treg-Zellen zu 
überwinden. 
 
3.2.1.4 Ruhigstellung von in vitro expandierten Zellen 
Für qualitative und funktionelle Analysen der in vitro expandierten Treg-Subpopulationen 
wurden die Zellen an Tag 11 (L-Zell-Kultur) oder an Tag 14 (TCE-Kultur) geerntet und ohne 
weitere Stimulation in einer Konzentration von 1x 106/ml für weitere 4 Tage in cRPMI mit 
300 U/ml IL-2 kultiviert (= „ruhig gestellt“ oder „rested“).  
 
3.2.1.5 PMA/Ionomycin-Stimulation für Zytokinanalysen 
Um die Zytokin-Expression der Zellen durchflusszytometrisch analysieren zu können, muss-
ten die ruhig gestellten Zellen zunächst wieder mit PMA/Ionomycin stimuliert werden, um die 
Zytokinproduktion zu aktivieren. Hierfür wurden die Zellen in cRPMI mit 20 ng/ml PMA und 
1 µM Ionomycin unter Zugabe von 3 µM des Sekretionshemmers Monensin (Golgi Stop) für 
4 bis 5 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% CO2, ≥ 90% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Nach 
einmaligem Waschen mit FACS-Puffer erfolgte zunächst die Oberflächenfärbung und nach 
Permeabilisierung der Zellen die intrazelluläre Färbung der akkumulierten Zytokine. 
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3.2.1.6 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, das der Erfassung physikalischer und chemischer 
Eigenschaften verschiedener Zellen oder Zellpopulationen dient (FACS = fluorescence 
activated cell sorting). Mittels FACS kann man neben der Größe und Granularität der Zellen 
auch zellspezifische Antigenmuster durch fluorochrom-markierte Antikörper analysieren. 
Hierfür fließen die markierten Zellen, die sich in einer Lösung befinden und durch eine Kapil-
lare angesaugt werden, einzeln in hohem Tempo an einem Laserstrahl vorbei. Im verwendeten 
Gerät (FACSCalibur, BD, Heidelberg) handelt es sich um einen blauen Argonlaser (488nm) 
und eine rote Laserdiode (633nm). Das Licht wird in Abhängigkeit von den Eigenschaften der 
Zelle gestreut und durch verschiedene Filter, mit deren Hilfe die Auftrennung der Fluores-
zenzsignale erfolgt, auf unterschiedliche Detektoren übertragen. Das Durchflusszytometer 
kann unterscheiden zwischen dem Vorwärtsstreulicht (FSC=Forward Scatter), das ein Maß 
für die Beugung des Licht im flachen Winkel ist und vom Volumen der Zelle, also ihrer Grö-
ße, abhängt, und dem Seitwärtsstreulicht (SSC=Sideward Scatter), das ein Maß für die Bre-
chung des Lichts im rechten Winkel ist und von der Granularität der Zelle, der Größe und der 
Struktur des Zellkerns abhängt (53). 
Die Messung der Fluoreszenz beruht auf dem Prinzip, dass bei Anregung von Elektronen des 
Fluoreszenzfarbstoffes durch den Laser deren Energieniveau angehoben und beim Zurückfal-
len auf das Ausgangsniveau Energie in Form von Licht einer bestimmten, für jeden Fluores-
zenzfarbstoff spezifischen Wellenlänge abgegeben wird (Emission). Die Intensität ist propor-
tional zu der Menge an gebundenen fluorochrom-markierten Antikörpern pro Zelle. Verwen-
det wurden als Fluorochrome AF488 (Alexa Fluor 488), APC (Allophycocyanin), FITC 
(Fluorothioisocyanat), PE (Phycoerythrin), und der DNA-Farbstoff Propidiumiodid, um tote 
Zellen zu diskriminieren. 
Die Emission der Farbstoffe wurde in vier Kanälen gemessen: 
Fluoreszenzkanal 1 (Fl1) FITC- und AF488 
Fluoreszenzkanal 2 (Fl2) PE 
Fluoreszenzkanal 3 (Fl3) PI 
Fluoreszenzkanal 4 (Fl4) APC 
Die Auswertung der Daten wurde mithilfe des Analyseprogramms FlowJo® (Treestar, San 
Carlos) vorgenommen. 
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3.2.1.7 Zellfärbung für durchflusszytometrische Analysen 
 
3.2.1.7.1 Färbung von Oberflächenantigenen 
Pro Färbe-Ansatz wurden 1 x 106 Zellen in ein FACS-Röhrchen gefüllt, mit FACS-Puffer 
aufgefüllt, bei 365 G und 4°C für 5 min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt.  
Das Pellet wurde in 100µl FACS-Puffer resuspendiert, die entsprechende Menge an 
fluorochrom-markierten Antikörpern dazugegeben und auf dem Vortex kurz gemischt. Nach 
einer Inkubationszeit von 20 min bei 4°C wurde das FACS-Röhrchen erneut mit FACS-Puffer 
aufgefüllt, zentrifugiert und der Überstand abgesaugt, um überschüssige nicht-gebundene An-
tikörper zu entfernen. Nach der Resuspension der Zellen in 300µl FACS-Puffer und der Zu-
gabe von 30µl Propidiumiodid (10% Anteil am Endvolumen im FACS-Röhrchen) zur 
Anfärbung toter Zellen konnten die Proben durchflusszytometrisch analysiert werden. 
 
3.2.1.7.2 Intrazelluläre Färbung von Zytokinen 
Pro Färbe-Ansatz wurden 1 x 106 Zellen in ein FACS-Röhrchen gefüllt, mit FACS-Puffer 
aufgefüllt, bei 365 G und 4°C für 5 min zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 
Dann folgte zunächst, wie oben beschrieben, die Antikörperfärbung der Oberflächenantigene. 
Nachdem die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert worden waren und der 
Überstand abgesaugt worden war, wurden die Zellen in 250µl Cytofix/Cytoperm-Lösung 
(BD, Heidelberg) 20min bei 4°C fixiert und permeabilisiert. Die fixierten Zellen wurden 
zweimal mit BD Perm/Wash-Buffer (BD, Heidelberg) gewaschen und danach in 50µl BD 
Perm/Wash-Buffer aufgenommen, um weiterhin die Permeabilität der Zellmembran zu ge-
währleisten. Dann wurden die Zellen mit der entsprechenden Menge an fluorochrom-
markierten Antikörpern für die Intrazellulärfärbung 30 min bei 4°C inkubiert. Nach erneutem 
Waschen zunächst mit BD Perm/Wash-Buffer und dann mit FACS-Puffer wurden die Zellen 
in 300µl FACS-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert. 
 
3.2.1.7.3 Intranukleäre Färbung des Transkriptionsfaktors FOXP3 
Die FOXP3-Färbung der Zellen erfolgte nach dem in der Arbeitsgruppe etablierten Protokoll. 
Pro Färbe-Ansatz wurden 1 x 106 Zellen in ein FACS-Röhrchen gefüllt, mit FACS-Puffer 
aufgefüllt, bei 365 G und 4°C für 5 min zentrifugiert, der Überstand wurde abgesaugt. Dann 
folgte zunächst, wie oben beschrieben, die Antikörperfärbung der Oberflächenantigene. 
Nachdem die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert worden waren und der 
Überstand abgesaugt worden war, wurden die Zellen auf dem Vortex in 1000µl Fixierungs-
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/Permeabilisierungs-Lösung (eBioscience, San Diego) 30min bei 4°C fixiert und 
permeabilisiert. 
Die fixierten Zellen wurden zweimal mit Permeabilisierungspuffer (PermBuffer, eBioscience, 
San Diego) gewaschen und danach in 100µl eBioscience PermBuffer aufgenommen und mit 
2µl Rattenserum für 15 min bei 4°C blockiert, um eine unspezifische Bindung des Ratte-anti-
human-FOXP3-Antikörpers zu verhindern. Ohne die Zellen zu waschen, wurden dann direkt 
die fluorochrom-markierten Antikörper für FOXP3 zugegeben und 30 min bei 4°C inkubiert. 
Nach erneutem Waschen mit zunächst zweimal eBioscience Perm/Wash-Buffer und dann 
einmalig mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 300µl FACS-Puffer aufgenommen und 
durchflusszytometrisch analysiert. 
 
3.2.1.7.4 Gleichzeitige Färbung von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren 
Hierzu wurde das Färbeschema von eBioscience für die intranukleäre Färbung verwendet.  
Um die Durchlässigkeit von Zell- und Zellkernmembran zu gewährleisten, wurden die Zellen 
für die gleichzeitige Färbung von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren entsprechend des 
oben aufgeführten Protokolls für die intranukleäre Färbung fixiert und permeabilisiert. Da 
diese kommerziell erhältlichen Fixierungs-/Permeabilisierungs-Reagenzien mit einer an-
schließenden Isolierung von intakter mRNA aus den Zellen nicht kompatibel sind, wurde zu-
sätzlich versucht, unter Verwendung verschiedener anderer Fixierungs- und 
Permeabilisierungslösungen eine qualitativ gleichwertige Färbung der Zellen zu erreichen. 
Die Oberflächenfärbung erfolgte hierfür wie unter 3.2.1.7.1 beschrieben. 
 
Zur Fixierung und Permeabilisierung wurden als Puffer reines PBS und folgende Substanzen 
in parallelen Einzelansätzen verwendet: 
Nr. Substanz Konzentration  Eingesetzte Menge 
1 Paraformaldehyd (PFA) 0.25%, 0.5%, 1%, 1.5% in PBS 250 µl, 500 µl, 1ml 
2 Ethanol (EtOH) 70% in RNAse-freiem Wasser 
verdünnt 
500 µl, 1 ml 
3 Kombination aus Para-
formaldehyd und Etha-
nol 
PFA: 0.25%, 0.5%, 1%, 1.5%, in 
PBS 
EtOH: 70% 
PFA: 250 µl 
EtOH: 500 µl 
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Des Weiteren sahen die Versuche wie folgt aus:  
A) Protokoll für Ansatz Nr. 1: 
Die Zellen wurden nach der Oberflächenfärbung mit PBS aufgefüllt und bei 365 G für 5 min 
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurden die Zellen auf dem Vortex mit 
X µl X % Paraformaldehyd resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach 
wurden die Zellen mit 2 x 2 ml PBS gewaschen und in 100 µl PBS aufgenommen. Für die 
FOXP3-Färbung wurden die Zellen zunächst mit 2µl Rattenserum (entspricht einer Endkon-
zentration von 2%) für 15 min bei 4°C blockiert und zum Schutz der RNA vor RNAsen mit 
5µl RNAsin versetzt. Dann wurden die gewünschten fluorochrom-markierten Antikörper ge-
gen Zytokine und FOXP3 zugegeben und für weitere 30 min bei 4°C inkubiert. Nach zweima-
ligem Waschen mit PBS erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Probe oder die 
Weiterverarbeitung für die anschließende RNA-Extraktion. 
 
B) Protokoll für Ansatz Nr. 2 (54): 
Die Zellen wurden nach der Oberflächenfärbung mit PBS aufgefüllt und bei 365 G für 5 min 
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurden die Zellen auf dem Vortex mit 
X µl eiskaltem X % EtOH/PBS resuspendiert und 10 min bei -20 °C inkubiert. Danach wur-
den die Zellen mit 2 x 2 ml Puffer gewaschen und, wie in Ansatz Nr. 1 beschrieben, gefärbt 
und weiterverarbeitet. 
 
C) Protokoll für Ansatz Nr. 3: 
Die Zellen wurden nach der Oberflächenfärbung mit PBS aufgefüllt und bei 365 G für 5 min 
bei 4 °C zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurden die Zellen mit 250 µl X % 
Paraformaldehyd resuspendiert und entweder für 10 min bei RT fixiert oder sofort nach 10-15 
sec Fixierung auf dem Vortex zweimal mit Puffer gewaschen und abgesaugt. Hiernach wur-
den 5µl RNAsin zugegeben, die Zellen mit 0,5 ml eiskaltem 70% Ethanol auf dem Vortex 
resuspendiert und 10 min bei -20 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit 
Puffer gewaschen. Die weitere Färbung der Zellen erfolgte wie in Ansatz 1 beschrieben; 
ebenso die Weiterverarbeitung. 
 
3.2.1.8 Isolierung humaner Treg- und Tconv-Zellen aus dem peripheren Blut 
Um aus humanen PBMCs die verschiedenen T-Zellpopulationen zu sortieren, wurden alle 
Isolationsschritte, wie schon unter 3.2.1.3 näher erläutert, durchgeführt. 
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3.2.1.8.1 Magnetische Zellseparation (MACS) 
Die magnetische Zellseparation ist eine Methode, mit der man eine bestimmte Zellart von 
anderen Zellarten, die das passende Antigen nicht besitzen, trennen kann. Diese Trennung 
erreicht man dadurch, dass man mit Antikörpern beschichtete Eisenpartikel, sog. Microbeads, 
an diese Zellart bindet und diese durch Einbringen in ein Magnetfeld anreichert (positive Se-
paration). Die Separation wurde gemäß dem vom Hersteller vorgeschlagenen Protokoll und 
mit Microbeads der Firma Miltenyi Biotech (Bergisch-Gladbach) durchgeführt. Dafür ver-
wendet wurden meistens aufgetaute PBMCs. Zunächst wurden die Zellen in FACS-Puffer 
gewaschen, bei 311 G und 4°C für 10 min zentrifugiert, der Überstand wurde abgesaugt. Pro 
10  x 106 Zellen wurden 80µl FACS-Puffer und 20µl Microbeads verwendet. Diese Zellsus-
pension wurde 15 min bei 4°C inkubiert und danach mit MACS-Puffer aufgefüllt, über ein 
Zellsieb filtriert, bei 311 G und 4°C für 10 min zentrifugiert, abgesaugt und erneut in MACS-
Puffer aufgenommen. Für die Separation wurden LS-Säulen (Miltenyi Biotech, Bergisch-
Gladbach) verwendet und in einen Permanentmagneten (Midi-MACS, Miltenyi Biotech) ein-
gespannt. Vor der Separation wurde die Säule einmal mit 3 ml MACS-Puffer gespült. Die 
Zellsuspension wurde luftblasenfrei auf die Säule gegeben, die positiv markierten Zellen wur-
den durch die Magneteinwirkung in der Säule zurückgehalten, die negativen Zellpopulationen 
eluiert. Nachdem die Säule dreimal mit MACS-Puffer luftblasenfrei gespült worden war, 
wurde sie aus dem Magneten genommen und über einem frischen Sammelröhrchen mit 5ml 
MACS-Puffer aufgefüllt. Die Zielzellen wurden mit Hilfe eines Druckstempels eluiert. Die 
danach durchgeführte durchflusszytometrische Kontrolle ergab eine Reinheit der über MACS-
Separation gewonnenen Zellpopulationen von > 90%, soweit nicht anders angegeben. 
 
3.2.1.8.2 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
Eine besondere Anwendung der Durchflusszytometrie stellt die fluoreszenz-aktivierte Zellsor-
tierung dar, die mithilfe des FACSAria (BD, Heidelberg) nach dem in der Arbeitsgruppe übli-
chen Protokoll durchgeführt wurde. Durch spezielle automatisierte Reinigungs- und Spülpro-
gramme wurde vor jeder Zellsortierung das Gerät sterilisiert und das Schlauchsystem luftbla-
senfrei befüllt. 
Für die Zellsortierung erfolgte die Färbung der Zellen mit fluorochrom-markierten Antikör-
pern, wie unter 3.2.1.3 beschrieben. Vor der Sortierung wurden die Zellen über ein 30µm 
Zellsieb filtriert, um eventuell vorhandene Zellkonglomerate zu entfernen. 
Nach der durchflusszytometrischen Messung wurde mit Hilfe sogenannter Sort-Gates festge-
legt, nach welchen Zelleigenschaften, Antigen- und Zytokinmustern sowie Transkriptionsfak-
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toren die Zellsortierung erfolgen soll. Die anschließend durchgeführte Zellsortierung erfolgte 
mit einer Durchflussfrequenz (= Flow Rate), die den spezifischen Eigenschaften der Zellen 
und Färbung angepasst wurde und in der Regel zwischen 5.000- 20.000 Zellen/s lag, und ei-
ner Sortierfrequenz (= Sort Rate), die 10.000 Zellen/s nicht überschritt, aber des Weiteren 
stark von der zu sortierenden Zellpopulation und deren prozentualem Anteil an der Probe ab-
hängig war. Die Zellen wurden in verschiede Auffangröhrchen sortiert, in denen PBS vorge-
legt wurde. Die durchflusszytometrische Re-Analyse ergab eine Reinheit von über 95%, wenn 
nicht anders angegeben. 
 
 
3.2.2 Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA 
Zur Vermeidung von Kontaminationen oder Zerstörung der RNA wurden die Arbeitsflächen 
vor Arbeitsbeginn mit „RNase away“-Spray (MβP, Molecular Bio Products) gereinigt. Zudem 
erfolgte die Arbeit mit Einmal-Handschuhen unter Benutzung von Filterspitzen und RNAse-
freien Einwegsmaterialien. 
Um verschiedene RNA-Extraktionsmethoden miteinander zu vergleichen, wurde neben 
TRIzol (Invitrogen und Sigma) auch das High Pure FFPE RNA Micro Kit (Roche) verwendet 
(55). Alle Isolierungen erfolgten nach dem jeweiligen im Handbuch des Herstellers vorge-
schlagenen Protokoll. 
Zur Lagerung wurde die gewonnene RNA jeweils in 20µl RNAse-freiem Wasser gelöst und 
bis zu maximal einem Monat bei -20°C, danach bei -80°C eingefroren. 
 
3.2.2.2 Nano-Drop-Messung zur Bestimmung der Gesamt-RNA 
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration der extrahierten RNA wurden die Proben photo-
metrisch am ND-1000 Spectrophotometer (PEQLab) vermessen. Hierfür wurden nach Ei-
chung mit RNAse-freiem Wasser je Probe 1,8 µl luftblasenfrei auf den Detektor gegeben und 
dieser geschlossen. Anschließend erfolgten die Detektion von A230, A260 und A280 sowie 
die Bildung der Quotienten 260/280 und 260/230. Laut Geräte-Handbuch gilt eine 260/280-
Ratio von 2.0 als akzeptabler Wert, um die RNA als „rein“, das heißt ohne Verunreinigungen, 
zu betrachten. Für die 260/230-Ratio gilt ein Wert von 2.0-2.2 als Anhaltspunkt für eine ver-
unreinigte RNA.  
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3.2.2.3 RNA-Gelelektrophorese 
Um die Integrität der RNA zu ermitteln, nutzt man die Eigenschaft von Nukleinsäuren, wegen 
ihres Zucker-Phosphat-Rückgrats negativ geladen zu sein. So ist es durch Anlegen einer 
Spannung und Einbringen in ein Formaldehyd-Agarose-Gel möglich, die zur Anode wan-
dernden Nukleinsäuren nach ihrer Größe aufzutrennen. Als Integritätskriterium werden die 
Banden der beiden ribosomalen RNAs 28S und 18S verwendet; sind diese gut sichtbar, geht 
man davon aus, dass auch die restliche RNA intakt ist (56). 
Für die RNA-Gelelektrophorese wurden 1% Agarose Gele gegossen. Für ein 200ml Gel benö-
tigt man: 2 g Agarose, 153 ml DEPC-H2O, 10 ml 20x MOPS und 35 ml Formaldehyd (37%, 
säurefrei). In einem Erlenmeyer-Kolben wurden Agarose, 20x MOPS und DEPC-H2O in der 
Mikrowelle zum Kochen gebracht. Nach vollständigem Auflösen der Agarose und anschlie-
ßendem Abkühlen auf 60°C auf dem Magnetrührer wurde unter dem Abzug das Formaldehyd 
hinzugegeben. Nach weiterem Abkühlen unter kontinuierlichem Rühren auf ca. 50°C wurde 
die Lösung in die Gelkammer gegossen. Nach vollständigem Erkalten wurde das Gel in die 
Elektrophoresekammer gelegt. 
Zur Probenvorbereitung wurden die ausgewählten RNA-Proben mit einer RNA-Menge von 
5µg pro Probe 30 min bei 37°C inkubiert, anschließend pro 1 µl RNA 4µl Ethidiumbromid 
zugegeben und für 20 min bei 65°C inkubiert. Nachdem die Elektophoresekammer mit 1x 
MOPS als Laufpuffer aufgefüllt worden war, wurden die Proben in die Kammern des Gels 
pipettiert und liefen bei 60 V für 2 Stunden in Richtung Anode. 
Die Gele wurden auf dem Phosphorimmager Typhoon 920 (GE HealthCare Bio-Science) ein-
gescannt, gespeichert und danach in den Sonderabfall entsorgt. 
 
3.2.2.4 Reverse Transkription 
Um die extrahierte RNA mittels real-time Polymerase-Kettenreaktion analysieren zu können, 
muss sie in eine einzelsträngige, komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hier-
für dient die RNA der Reversen Transkriptase als Matrize. Um unter anderem auch nicht 
polyadenylierte RNA (u.a. auch RNA-Fragmente) revers zu transkribieren, wurden Random-
Hexamer-Primer eingesetzt, die an verschiedenen Stellen an die RNA binden und somit die 
RNA als gesamtes in cDNA umschreiben, inklusive der 18S-RNA. 
Zur Herstellung der cDNA wurden pro Probe folgende Substanzen benötigt: 
• 1 µl Random Hexamere (Promega) 
• 1 µl dNTP-Mix 
• 4 µl MLV-Puffer (Promega) 
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• 0,5 µl RNasin 
• 1 µl M-MLV Reverse Transkriptase 
• x µl RNA (100-2000 ng) 
ad RNAse-freies H2O x µl 
Bei jeder Transkription wurde pro Probe die gleiche Menge RNA eingesetzt und mit RNase-
freiem H2O auf ein Volumen von 12,5 µl aufgefüllt. Die weitere Vorbereitung erfolgte wie im 
Herstellerprotokoll beschrieben. Die eigentliche cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe des Ther-
mo Cyclers PTC-200 von MJ Research bei 42°C über 50 min. Zur Inaktivierung der Reversen 
Transkriptase erfolgte anschließend ein Denaturierungsschritt bei 70°C über 15 min. Die 
cDNA wurde anschließend bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert oder sofort zur 
Amplifizierung eingesetzt. 
 
3.2.2.5 Real-time Polymerase-Kettenreaktion 
Um die Transkriptionsregulation bestimmter Gene zu untersuchen, eignet sich die real-time 
PCR. Hierbei können bestimmte vorher ausgewählte Nukleinsäuresequenzen mithilfe von 
Primern selektiv amplifiziert und angereichert werden. Durch die kontinuierliche Beobach-
tung dieser Anreicherung können folgende Parameter bestimmt werden: Zykluszahl bei 
Nachweisgrenze, Menge des PCR-Produkts im Bereich des exponentiellen Anstiegs, Schwelle 
und Sättigung. Die Amplifikation erfolgt mit Hilfe von thermo-stabilen DNA-Polymerasen, 
die ausgehend von dem kurzen doppelsträngigen Stück, das durch Anlagerung des Primers 
entsteht, den fehlenden komplementären Einzelstrang in 5‘-3‘-Richtung synthetisieren. Durch 
Trennung des Doppelstrangs, erneute Anlagerung von Primern und Synthese durch die DNA-
Polymerasen erfolgt eine exponentielle, selektive Anreicherung des gewünschten Transkripts. 
Theoretisch entstehen so bei n Zyklen 2n-1 Amplifikate. Diese Ampflifizierung erfolgt in pro-
grammierbaren Thermoblöcken automatisch (57). 
Da die cDNA ein sehr sensibles Molekül und die quantitative PCR sehr anfällig für Kontami-
nationen ist, wurden verschiedene Maßnahmen zur Vermeidung von Kontamination und De-
generation der cDNA ergriffen: Alle Arbeiten erfolgten unter Kühlung auf Eis, die Arbeitsflä-
chen und Pipetten wurden vor Beginn UV-bestrahlt und es wurden Pipettenspitzen mit Filter 
verwendet (58).  
Mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green, der mit der doppelsträngigen DNA 
interkaliert, wurde nach jedem PCR-Zyklus die Menge an neu entstandener doppelsträngiger 
DNA analysiert, sobald die DNA-Menge einen bestimmten Schwellenwert überschritten hatte 
(treshold cycle, Ct). 
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Das Material wurde, wie unter 3.2.2.1 und 3.2.2.4 beschrieben, aquiriert und alle Reaktionen 
wurden unter Verwendung vom QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) und RealPlex4 
Mastercycler, ep gradient S (Eppendorf, Hamburg) durchgeführt. Die Amplifikationsreaktion 
wurde in einem Volumen von 10 µl ausgeführt: 
SyborGreen:  5 µl/Probe 
Sense (10pmol): 0,5 µl/Probe 
Antisense (10pmol): 0,5 µl/Probe 
H2O   2 µl/Probe 
2 µl cDNA (1 : 6 verdünnt mit H2O) 
Um die Effizienz der Reaktion zu überprüfen, wurden bei jedem Versuchsansatz eine geeig-
nete Probe als Verdünnungsreihe (1:1, 1:10; 1:100, 1:1000, 1:10000) und eine Negativkon-
trolle (H2O) mitgeführt. 
Das Programm, nach dem die Amplifikation ablief, sah wie folgt aus: 
• 95 °C für 5 min 
• 95 °C für 8 sec und 60°C für 20 sec (Elongationsphase): Wiederholung in 45 Zyklen  
• 95 °C für 15 sec 
• 60 °C für 15 sec 
• Langsames Aufheizen von 60 °C auf 95 °C innerhalb von 10 min 
• 95 °C für 15 sec 
Am Ende der Elongationsphase jedes Zyklus erfolgte die Fluoreszenzmessung, am Ende des 
gesamten Programms die Analyse des Schmelzverhaltens der DNA. 
 
 
3.2.3 Statistik 
Zur statistischen Auswertung wurde der student’s t-test verwendet. Unterschiede mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurden als statistisch 
p > 0,05 nicht signifikant 
p < 0,05 signifikant (*) 
p < 0,01 hochsignifikant (**) 
p < 0,001 extrem signifikant (***)      erachtet. 
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4. Ergebnisse 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Eigenschaften von regulatorischen T-Zellen auf molekularer 
Ebene näher zu charakterisieren sowie die Wandlungsfähigkeit dieser Zellpopulation anhand 
ausgewählter Gene und ihres jeweiligen Expressionsmusters aufzuzeigen. 
Hierfür wurde zunächst nach einer Färbemethode gesucht, bei der es nach Fixierung und 
Permeabilisierung der Treg möglich war, die Güte dieser Färbung mit den kommerziell erhält-
lichen Färbemethoden zu vergleichen, die Treg mittels Zellsortierung nach IL-4 und FOXP3 
aufzutrennen und danach noch intakte RNA aus den sortierten Zellen zu gewinnen. Dies ge-
lang, indem eine in der Arbeitsgruppe bekannte DNA-Extraktionsmethode modifiziert und zur 
RNA-Extraktion eingesetzt wurde. Nach Überprüfung der Integrität der so gewonnenen RNA 
erfolgte die Analyse der verschiedenen linienspezifischen und anderer ausgewählter Gene 
mittels quantitativer real-time PCR, um die Expressionsunterschiede zwischen den verschie-
denen Treg-Subpopulationen aufzuzeigen und miteinander zu vergleichen. 
 
4.1 Gewinnung intakter RNA aus fixierten Treg – die Grundprob-
lematik 
 
Zur Fluoreszenzfärbung von intrazellulären Strukturen benötigt man bestimmte Fixierungs- 
bzw. Permeabilisierungslösungen, damit die fluoreszenzmarkierten Antikörper an ihr Antigen 
binden können. Im Falle von FOXP3, das im Zellkern lokalisiert ist, benötigt man eine 
Permeabilisierungslösung, die sowohl die Zellmembran als auch den Zellkern für die fluores-
zenzmarkierten Antikörper gegen FOXP3 durchlässig macht. Im Falle von Zytokinen ist es 
vor der Permeabilisierung der Zelle nötig, die von der Zelle produzierten und im Zellplasma 
lokalisierten Zytokine in der Zelle zu fixieren, damit sie in der Zelle gebunden bleiben und 
von fluoreszenzmarkierten Antikörpern erkannt werden. Würden die Zytokine ihre Zelle ver-
lassen und sich in vitro im umgebenden Puffer befinden, wären sie zum einen ihrer Ur-
sprungszelle nicht mehr zuzuordnen und würden zum anderen in den auf die Färbungen fol-
genden Waschschritten entfernt werden. Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zelle 
erfolgt die Färbung mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern, z.B. gegen FOXP3 oder verschie-
dene Zytokine. Betrachtet man die Fluoreszenzfärbungen für FOXP3 und Zytokine, so lässt 
sich feststellen, dass die Güte der Färbung zwischen den kommerziell erhältlichen Fixierungs- 
und Permeabilisierungslösungen vergleichbar ist. Eine Gewinnung intakter RNA ist jedoch 
mit keiner dieser Methoden möglich. Lediglich die FOXP3-Färbung der in unserer Arbeits-
gruppe 2010 etablierten Methode mit 70% Ethanol als Permeabilisierungslösung erlaubt eine 
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Gewinnung intakter RNA, jedoch wiederum keine Färbung für Zytokine, da die Zytokine 
durch Ethanol nicht in der Zelle fixiert werden können (54). 
Im Folgenden wird nun der Standard für die Messung der RNA-Integrität festgelegt und an-
schließend werden die einzelnen Färbemethoden näher beleuchtet und neue Methoden entwi-
ckelt. 
 
4.1.1 RNA aus unfixierten in vitro expandierten Treg 
Zur Festlegung eines Standards, mit dem die Integrität der extrahierten RNA-Proben aus fi-
xierten Treg verglichen werden soll, wurde mittels Trizol aus unfixierten in vitro expandierten 
Treg RNA gewonnen. Die gewonnene RNA wurde zunächst photometrisch am NanoDrop-
1000 Spectrophotometer (PEQLab) vermessen und danach auf ein RNA-Gel aufgetragen, um 
die Integrität der RNA zu überprüfen. Die Integrität der RNA stellt man anhand der 
ribosomalen RNA fest, deren Banden 18S und 28S sichtbar sein müssen; sind diese zwei 
Banden zu sehen, kann man davon ausgehen, dass auch die restliche RNA intakt ist. Da je-
doch davon auszugehen ist, dass bei fixierten Zellen auch die RNA in der Zelle fixiert ist und 
dadurch wahrscheinlich nicht vollständig extrahiert werden kann, wurde zudem getestet, ob 
ein Lysepuffer mit 0.5% SDS, wie er normalerweise für die DNA-Extraktion verwendet wird, 
Einfluss auf die Integrität unfixierter RNA hat. Da sich hier keine Veränderung der RNA-
Integrität zeigte, wurde der Lysepuffer (LP) bei der RNA-Extraktion aus fixierten Zellen in 
allen folgenden Versuchen eingesetzt. 
Abbildung 4-1 zeigt die photometrischen Messergebnisse der RNA-Proben aus je 4 Millio-
nen unfixierten RA- Treg, die zum einen nur mit Trizol, zum anderen mit Trizol und 
Lysepuffer extrahiert wurden. Betrachtet man die Wellenlänge λ=260nm, bei der die RNA ihr 
Absorptionsmaximum hat, so sieht man, dass dieses bei der RNA-Extraktion mit Trizol bei 
ca. 8.00 nm liegt, ein kleinerer Absorptionsanstieg auf ca. 6.70 nm findet sich bei einer Wel-
lenlänge von ca. 225 nm. Bei der Extraktion mit Trizol und Lysepuffer liegt das RNA-
Absorptionsmaximum nur bei ca. 5.00 nm und man sieht auch diesmal zusätzlich ein weiteres 
Absorptionsmaximum von ca. 6.60 nm bei einer Wellenlänge von ca. 225 nm. Aus dem Ab-
sorptionsunterschied bei einer Wellenlänge von 260 nm lässt sich schließen, dass nach der 
RNA-Extraktion mit Trizol und Lysepuffer weniger RNA zur Messung vorhanden ist als nach 
alleiniger Extraktion mit Trizol. Die Verunreinigungen, die zu einem Absorptionsanstieg bei 
einer Wellenlänge von 225 nm führen, sind jedoch nach beiden Extraktionsmethoden in glei-
chem Maß vorhanden.  
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Abb. 4-1: Einfluss von Lysepuffer bei der RNA-Extraktion aus unfixierten Zellen mit 
Trizol auf die Absorption bei λ = 260nm  
Unfixierte RA- Treg wurden für 11 Tage in vitro kultiviert und anschließend RNA aus ihnen extrahiert. Hierfür 
wurde zum einen die Extraktion mit Trizol nach Herstellerprotokoll verwendet, zum anderen wurden die Zellen 
vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. 
 
Daher wurde zusätzlich der RNA-Gehalt betrachtet. Während nach RNA-Extraktion mit 
Trizol 319.15 ng/µl messbar waren, waren es nach Extraktion mit Trizol und Lysepuffer nur 
197.99 ng/µl. Es lässt sich also festhalten, dass sich der Einsatz des Lysepuffers negativ auf 
die Menge der extrahierten RNA auswirkt. Da er aber zur Extraktion der RNA aus fixierten 
Zellen unbedingt benötigt wird, soll in einem weiteren Versuch geklärt werden, ob er Einfluss 
auf die Integrität der RNA hat. Hierfür wurde ein RNA-Gel angefertigt und darauf wurden 
jeweils 5 µg der beiden oben genannten Proben aufgetragen. 
Wie Abbildung 4-2 zeigt, sind bei beiden Proben die zwei ribosomalen Banden S28 und S18 
zu sehen, wobei die Banden nach Extraktion nur mit Trizol stärker sichtbar sind als nach Ex-
traktion mit Trizol und Lysepuffer. Es kann jedoch in beiden Proben von einer Intaktheit der 
RNA ausgegangen werden, da die ribosomale RNA mittels des RNA-Gels intakt dargestellt 
werden kann. 
Somit wird für die weiteren Versuche festgelegt, dass die mit Trizol extrahierte RNA aus 
unfixierten RA- Treg den Standard darstellt, mit dem alle weiteren getesteten Methoden ver-
glichen werden. Zudem hat sich gezeigt, dass der verwendete Lysepuffer (mit 0.5% SDS) 
keinen negativen Einfluss auf die Integrität der RNA zeigt und somit für die RNA-Extraktion 
aus fixierten Zellen verwendet werden kann. 
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Abb. 4-2: Einfluss von Lysepuffer bei der RNA-Extraktion aus unfixierten Zellen mit 
Trizol auf in Integrität der RNA  
Unfixierte RA- Treg wurden für 11 Tage in vitro kultiviert und anschließend RNA aus ihnen extrahiert. Hierfür 
wurde zum einen die Extraktion mit Trizol nach Herstellerprotokoll verwendet, zum anderen wurden die Zellen 
vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. 
 
 
4.1.2 Färbung auf FOXP3 mit anschließender RNA-Isolierung und Analy-
se auf intakte RNA 
 
Da ohne Permeabilisierung und Fixierung der Zellen eine FOXP3-Färbung nicht möglich ist, 
soll im Folgenden untersucht werden, ob eine RNA-Isolierung mit anschließender Analyse 
möglich ist, wenn die Zellen zuvor mit der kommerziell erhältlichen FOXP3-Färbung von 
eBioscience gefärbt wurden. Hierfür wurden 3 Millionen Treg mit eBioscience auf FOXP3 
gefärbt. Nach der Färbung erfolgte die Inkubation in Lysepuffer (LP) für 1 h bei 65°C und 
anschließend die RNA-Extraktion mit Trizol. Bei der anschließenden Messung des RNA-
Gehalts der gewonnen Probe ergab sich ein Wert von 303.4 ng/µl. Aufgrund dessen, dass 
RNA in der Probe gemessen werden konnte, wurde diese Probe auf einem RNA-Gel auf In-
tegrität untersucht. Der Versuch erfolgte in drei voneinander unabhängigen Experimenten. 
Abbildung 4-3 zeigt eine Gegenüberstellung einer FOXP3-Färbung von Treg mit dem Er-
gebnis der oben genannten RNA-Analyse der Treg mittels RNA-Gel. 
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Abb. 4-3: Gegenüberstellung von FOXP3-Färbung und RNA-Gel nach Permeabilisierung 
und Fixierung mit eBioscience  
Für die Färbung wurden RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert und vor der Färbung auf FOXP3 und IFNγ mit 
eBioscience für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Färbung wurden die 
Zellen für die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. Die Extraktion 
erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll.  
 
Man sieht in dem Färbeplot, dass es unter Verwendung von eBioscience zu einer deutlichen 
Auftrennung der Populationen in FOXP3-negativ und -positiv sowie in IFNγ-negativ und -
positiv kommt. Die Güte der Färbung ist sehr gut. Betrachtet man das RNA-Gel und ver-
gleicht es mit dem Standard, wie er unter 4.1.1 festgelegt wurde, so kann man nach der Fär-
bung mit eBioscience und Extraktion mit Trizol und Lysepuffer keine ribosomalen Banden 
mehr erkennen. Folglich muss die extrahierte RNA komplett degradiert vorliegen, obwohl bei 
der photometrischen Messung RNA gemessen werden konnte. Somit steht sie nicht für weite-
re Analysen zur Verfügung. Da die Färbung jedoch zu einer guten Auftrennung der einzelnen 
Populationen führt, wird diese hiermit als Standard zur Beurteilung der Güte der anderen Fär-
bemethoden festgelegt.  
Da die FOXP3-Färbung nach Permeabilisierung mit 70% Ethanol und anschließender Extrak-
tion von intakter RNA für weitere Analysen in unserer Arbeitsgruppe schon ausführlich getes-
tet und beschrieben wurde, wurde auf eine erneute alleinige Testung der Fluoreszenzfärbung 
für FOXP3 verzichtet und die Methode nur in Kombination mit einer zusätzlichen 
Zytokinfärbung weiteruntersucht. Dies wird im Folgenden unter 4.1.3 näher beschrieben. 
 
 
Ergebnisse  45 
 
4.1.3 Kombinierte Färbung auf FOXP3 und Zytokine 
Da in dieser Arbeit untersucht werden soll, ob nach einer kombinierten Färbung von Treg auf 
FOXP3 und Zytokine die Isolierung von intakter RNA möglich ist, erfolgt in diesem Kapitel 
die Gegenüberstellung von kommerziellen Färbemethoden mit eBioscience und mit BD 
Cytofix/Cytoperm und der laborintern entwickelten Färbemethode mit 70% Ethanol. Hierfür 
wurden in drei voneinander unabhängigen Experimenten pro Ansatz 5 Millionen kultivierte 
und anschließend stimulierte RA- Treg eingesetzt. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 
erfolgten in drei parallelen Ansätzen die Färbungen auf FOXP3 und INFγ mit eBioscience, 
BD Cytofix/Cytoperm und 70% Ethanol. Abbildung 4-4 zeigt die Gegenüberstellung der 
oben beschriebenen Ansätze. Man sieht bei der Färbung mit eBioscience – wie schon in Abb. 
4-3 – eine klare Auftrennung der einzelnen Populationen. Bei der Färbung mit BD 
Cytofix/Cytoperm erkennt man zwar eine schöne Auftrennung in die IFNγ-positive und -
negative Population, jedoch ist die Auftrennung der FOXP3-Populationen nicht optimal. Bei 
der Methode mit 70% Ethanol zur Permeabilisierung der Zellen sieht man eine klare Tren-
nung der FOXP3-positiven und –negativen Population. Hier bleiben jedoch alle gefärbten 
Zellen IFNγ-negativ. Aus diesem Versuch kann man die Schlussfolgerung ziehen, dass bezüg-
lich der kombinierten FOXP3- und Zytokinfärbung eBioscience als der zuvor festgelegte 
Standard ein optimales Ergebnis liefert, wohingegen die Färbung mit BD Cytofix/Cytoperm 
trotz guter Zytokinfärbung ungeeignet für die FOXP3-Färbung erscheint. Entgegengesetzt 
verhält es sich mit der Färbung mit 70% Ethanol; bei guter FOXP3-Färbung lassen sich keine 
Zytokin-Populationen simultan anfärben. Bei letzterer Methode liegt es wahrscheinlich – wie 
schon in der Einleitung des Ergebnisteils beschrieben – daran, dass die Zelle mit Ethanol zwar 
permeabilisiert wird, die Zytokine aber nicht in der Zelle fixiert werden und daher auch nicht 
mehr angefärbt werden können. Deshalb sollte im weiteren Verlauf eine Methode gefunden 
werden, mit der man die Zelle permeabilisieren, die Zytokine in der Zelle fixieren und an-
schließend intakte RNA isolieren kann. 
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Abb. 4-4: Gegenüberstellung verschiedener Methoden zur kombinierten FOXP3- und 
IFNγ-Färbung 
Für die Färbung wurden RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert, für 6 Tage ruhiggestellt und vor der Färbung 
auf FOXP3 und IFNγ für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflä-
chenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entweder mit eBioscience, mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 70% 
Ethanol auf FOXP3 und IFNγ gefärbt. 
 
 
4.1.4 Optimierung der kombinierten FOXP3- und Zytokinfärbung unter 
dem Aspekt der Isolierung intakter RNA 
 
Da mit der Permeabilisierung mit 70% Ethanol eine Färbung der Zelle auf FOXP3 gut mög-
lich ist, soll versucht werden, eine vergleichbare Färbung für Zytokine zu etablieren und diese 
beiden Färbemethoden für FOXP3 und Zytokine miteinander zu kombinieren. 
In BD Cytofix/Cytoperm ist neben anderen vom Hersteller nicht preisgegebenen Zusätzen vor 
allem PFA enthalten. In welcher Konzentration dieses in BD Cytofix/Cytoperm vorliegt, wur-
de wie folgt getestet. Es wurden je Ansatz 1 Million in vitro expandierte Tconv verwendet, 
die zunächst in Kultur 19 Tage stimuliert und dann 1 Tag ruhig gestellt wurden. Vor Beginn 
der Färbung erfolgte eine Stimulation der Zellen mit PMA/Ionomycin für 5 Stunden. Zur Fi-
xierung der Zytokine wurde in drei parallelen Ansätzen Paraformaldehyd (PFA) 0.5%, 1.0% 
und 2.0% mit jeweils einer Inkubationszeit von 10min bei Raumtemperatur (RT) verwendet. 
Die Permeabilisierung erfolgte bei jedem Ansatz mit 70% Ethanol. Als Kontrolle wurde BD 
Cytofix/Cytoperm mitgeführt. Die Zytokinfärbung erfolgte beispielhaft für das Zytokin IL-2. 
Wie in Abbildung 4-5 gezeigt, steigt der Anteil der Zytokin-positiven Zellen mit steigender 
PFA-Konzentration. Eine PFA-Konzentration von 1.0% entspricht der Güte der kommerziel-
len Färbung mit der Fixierungs- und Permeabilisierungslösung Cytofix/Cytoperm von BD, 
bei der ca. 90.5% der Zellen Zytokin-positiv sind. Bei der Färbung mit 1% PFA/70% Ethanol 
findet sich eine Zytokin-positive Zellpopulation von 90.8%, das heißt, es findet sich eine 
gleich große Populationen an Zytokin-positiven Zellen wie in der kommerziellen Methode, 
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was darauf schließen lässt, dass auch weitere Messungen mit der neuen Methode richtige Er-
gebnisse im Hinblick auf den Zytokingehalt der Zellen liefern werden. Aufgrund dieses Er-
gebnisses wurde beschlossen, bis auf weiteres die Zytokinfärbung mit der getesteten Methode 
mit 1%PFA/70%Ethanol weiterzuführen. 
 
 
Abb. 4-5: Einfluss der PFA-Konzentration auf die Zytokin-positive Population 
Für die Färbung wurden Tconv für 19 Tage in vitro kultiviert, für 1 Tag ruhiggestellt und vor der Färbung auf 
IL-2 für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflächenfärbung auf 
CD4 wurden die Zellen entweder mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 0.5%, 1.0% oder 2.0% PFA fixiert und 
anschließend mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf IL-2 gefärbt. 
 
Im Weiteren erfolgte die kombinierte Färbung der Zellen auf FOXP3 und Zytokine mit 1% 
PFA zur Fixierung und 70% Ethanol zur Permeabilisierung mit anschließender RNA-
Extraktion mit Trizol und Lysepuffer zur Überprüfung der RNA-Integrität. Für die Färbung 
wurden 5 Millionen RA- Treg verwendet, die für 11 Tage in vitro kultiviert, für 6 Tage ruhig-
gestellt und anschließend für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert 
wurden. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 1% PFA für 10 
min bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C die Färbungen auf 
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FOXP3 und INFγ. Für die RNA-Extraktion wurden nach Färbung die Treg in LP für 1 h bei 
65°C mit Trizol inkubiert und anschließend die RNA extrahiert. Für das RNA-Gel wurden 
von der gewonnenen Probe und einem mitgeführten Standard aus unfixierten Zellen je 5µg 
RNA aufgetragen. Der Versuch erfolgte dreimal in voneinander unabhängigen Experimenten. 
 
 
 
Abb. 4-6: Gegenüberstellung von FOXP3-Färbung und RNA-Gel nach Permeabilisierung 
und Fixierung mit 1%PFA und 70%Ethanol 
Für die Färbung wurden RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert, für 6 Tage ruhiggestellt und anschließend für 5 
h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten 
nach Fixierung mit 1% PFA für 10 min bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C die 
Färbungen auf FOXP3 und INFγ. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-Extraktion vor Zugabe von 
Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Für das 
RNA-Gel wurden 5µg der RNA-Probe aufgetragen. 
 
Abbildung 4-6 zeigt die Gegenüberstellung der beiden beschriebenen Versuche. Bei der Fär-
bung zeigt sich eine schöne Auftrennung in eine IFNγ-positive und -negative Population, ähn-
lich wie auch schon in Abb. 4-5 gezeigt. Die FOXP3-Färbung hat sich unter dem Einfluss von 
PFA im Vergleich zur ebenso gezeigten Färbung mit eBioscience verschlechtert und man 
kann keine klare Auftrennung in die FOXP3-positive und -negative Population mehr erken-
nen. Auf dem RNA-Gel zeigt die Probe im Vergleich zur Kontrolle zwar nicht exakt die zwei 
zu erwartenden ribosomalen Banden 18S und 28S, jedoch kann man im Bereich dieser jeweils 
zwei schwächere Banden erkennen. Es liegt noch intakte RNA vor. Aufgrund der Annahme, 
dass es nach einer Fixierung mit PFA und einer Permeabilisierung mit 70% Ethanol möglich 
ist, noch weitestgehend intakte RNA zu isolieren, sollte versucht werden, die kombinierte 
FOXP3- und Zytokinfärbung zu optimieren. 
Hierfür wurde zunächst die Inkubationszeit des PFA verändert, die Konzentration jedoch bei 
1% belassen. Es wurden je Ansatz 1 Million RA- Treg verwendet, die für 10 Tage in vitro 
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kultiviert und anschließend für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimu-
liert wurden. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 1% PFA für 
5 min, 10 min oder 15 min bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -
20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Der Versuch erfolgte dreimal in voneinander un-
abhängigen Experimenten. Wie in Abbildung 4-7 gezeigt, nimmt die Anfärbbarkeit der 
Zytokin- und FOXP3-positiven Populationen mit zunehmender Fixierungsdauer ab und die 
Auftrennung der FOXP3-Populationen wird schlechter. Findet sich bei 5 min Fixierungsdauer 
ein FOXP3-positiver Zellanteil von 28.7 % und ein Zytokin-positiver Anteil von 30.7 %, so 
reduzieren sich diese Anteile kontinuierlich, bis bei einer Fixierungsdauer von 15 min nur 
21.4 % FOXP3-positive und 23.8% Zytokin-positive Zellen vorhanden sind. Betrachtet man 
die Auftrennung der FOXP3-positiven und -negativen Population unter den IL-4-negativen 
Zellen, so sieht man in allen drei Abbildungen eine schlechte Auftrennung dieser beiden Po-
pulationen.  
 
 
Abb. 4-7: Einfluss der Fixierungsdauer mit 1%PFA auf die Anfärbbarkeit fixierter Zellen 
für FOXP3 und IL-4 
Für die Färbung wurden RA- Treg für 10 Tage in vitro kultiviert und vor der Färbung für 5 h mit 
PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 wurden die 
Zellen mit 1.0% PFA für 5min, 10 min oder 15 min bei RT fixiert und anschließend mit 70% Ethanol 
permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. 
 
Aufgrund der Annahme, dass eine möglichst kurze Fixierungsdauer die Zellen am wenigsten 
schädigt, wurde zunächst die PFA-Konzentration bei einer Fixierungsdauer von 5 min von 
1.0% auf 0.5% reduziert. Hierfür wurden je Ansatz 1 Million RA- Treg verwendet, die für 10 
Tage in vitro kultiviert und anschließend für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi 
Stop stimuliert wurden. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 
0.5% PFA bzw. 1.0% PFA für 5 min bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 
min bei -20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Es zeigte sich hierbei eine Verbesserung 
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der Auftrennung der einzelnen Populationen durch eine Erniedrigung der PFA-Konzentration 
auf 0.5% PFA (Daten nicht gezeigt). Dies führte zu der Annahme, dass auch eine weitere Re-
duktion der PFA-Konzentration sowie auch der Inkubationszeit zu Verbesserung der Zellauf-
trennung beitragen könnte. Deshalb wurden in einem weiteren Versuch PFA-Konzentration 
und Fixierungsdauer weiter reduziert, um so eine optimale Färbung zu erreichen. Hierfür 
wurden je Ansatz 1 Million RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert, für 5 Tage ruhig gestellt 
und vor der Färbung für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. 
Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 0.25% PFA bzw. 0.5% 
PFA für 5 min, 1 min und 10-15 sec bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 
min bei -20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Abbildung 4-8 zeigt den Einfluss der 
Fixierungsdauer und der PFA-Konzentration auf die Anfärbbarkeit der fixierten Zellen. Man 
erkennt eine Verbesserung der Auftrennung der einzelnen Populationen vor allem bei weiterer 
Verkürzung der Fixierungsdauer. Bei einer Fixierungsdauer von nur 10-15 sec lassen sich die 
FOXP3-positive und -negative Population unter den IL-4-negativen Zellen sehr exakt vonei-
nander abgrenzen, während bei einer Fixierungsdauer von 5 min diese Populationen noch 
fließend ineinander übergehen. Die Auftrennung in die IL-4-positive und -negative Population 
bleibt von der PFA-Fixierungsdauer weitgehend unbeeinflusst und gut voneinander abgrenz-
bar. Betrachtet man nun den Einfluss der PFA-Konzentration auf die Auftrennung der einzel-
nen gefärbten Populationen, so lässt sich feststellen, dass sich kein wesentlicher Unterschied 
zwischen einer PFA-Konzentration von 0.25% und einer von 0.5% zeigt. Sowohl die Auf-
trennung der FOXP3- als auch der IL-4-Populationen ist bei beiden Konzentrationen bei einer 
Fixierungsdauer von nur 10-15 sec am besten. Unter der Annahme, dass eine möglichst gerin-
ge PFA-Konzentration für die Zellen bzw. die darin enthaltene RNA am wenigsten toxisch ist 
und dass sich in der Färbung keine gravierenden Unterschiede zwischen beiden getesteten 
Konzentrationen zeigen, kann man festhalten, dass die optimale kombinierte Färbung der Zel-
len auf FOXP3 und Zytokine durch eine Fixierung der Zellen mit 0.25% PFA für 10-15 sec 
und eine anschließende Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C erreicht 
werden kann. 
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Abb. 4-8: Einfluss der Fixierungsdauer und der PFA-Konzentration auf die Anfärbbarkeit 
fixierter Zellen für FOXP3 und IL-4 
Für die Färbung wurden RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert, für 5 Tage ruhiggestellt und vor der Färbung 
für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 
wurden die Zellen mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA für 5min, 1 min und 10-15sec bei RT fixiert und anschlie-
ßend mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. 
 
Im Folgenden wird nun getestet, ob nach oben gezeigter Färbung die Isolierung intakter RNA 
möglich ist. Der Versuch erfolgte dreimal in voneinander unabhängigen Experimenten. Hier-
für wurden RA- Treg für 11 Tage in vitro kultiviert, für 5 Tage ruhiggestellt und anschließend 
behandelt, als würden sie auf FOXP3 und Zytokine gefärbt werden. Hierfür wurden die Zellen 
zunächst mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA für 10-15 sec fixiert und anschließend mit 70% 
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Ethanol permeabilisiert. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-Extraktion vor 
Zugabe von Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine RNA-
Kontrolle aus unfixierten Zellen. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Bei 
der Messung des RNA-Gehalts am NanoDrop ergaben sich für die unfixierte Kontrolle ein 
Wert von 306.4 ng/µl, für die fixierte Probe mit 0.25% PFA ein Wert von 126.6 ng/µl und für 
die fixierte Probe mit 0.5% PFA ein Wert von 59.2 ng/µl. Auch diese verschiedenen Werte 
bei der RNA-Ausbeute können zur Bestätigung der oben aufgestellten These herangezogen 
werden, dass die RNA umso mehr geschädigt wird, je höher die PFA-Konzentration zur Fi-
xierung der Zelle gewählt wird.  
In Abbildung 4-9 sieht man, dass auf dem RNA-Gel in allen drei aufgetragenen Proben die 
zwei ribosomalen Banden 28S und 18S zu erkennen sind. Am deutlichsten sind diese in der 
unfixierten Kontrolle zu sehen, jedoch sind sowohl bei der Färbung nach Fixierung mit 0.5% 
PFA als auch nach Fixierung mit 0.25% PFA ribosomale Banden zu erkennen. Neben den, im 
Vergleich zur unfixierten Kontrolle schwächer ausgebildeten Banden 28S und 18S sind je-
weils unterhalb der beiden Banden zwei sehr schwache Banden zusätzlich zu sehen. Dies ent-
spricht demselben Bild, das sich auch schon in Abbildung 4-6 zeigt, wobei in der Abbildung 
4-9 nun die Banden stärker ausgebildet sind als noch bei einer PFA-Konzentration von 1% 
und einer Fixierungsdauer von 10 min. Dementsprechend lässt sich folgern, dass die RNA 
wahrscheinlich zum Teil fragmentiert vorliegt, aber nicht komplett degradiert ist und folglich 
für weitere Analysen verwendet werden kann. Somit zeigt sich, je geringer der PFA-Gehalt 
zur Fixierung der Zellen ist, desto stärker sind die Banden der aufgetragenen Proben auf dem 
RNA-Gel zu sehen.  
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Abb. 4-9: RNA-Integritätsprüfung mittels RNA-Gel nach verschiedenen Färbemethoden 
RA- Treg wurden für 11 Tage in vitro kultiviert, für 5 Tage ruhiggestellt und anschließend behandelt, als würden 
sie auf FOXP3 und Zytokine gefärbt werden. Hierfür wurden die Zellen zunächst mit 0.25% PFA bzw. 0.5% 
PFA für 10-15 sec fixiert und anschließend mit 70% Ethanol permeabilisiert. Nach der Färbung wurden die 
Zellen für die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizol mit LP für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine 
Kontrolle, die aus den unfixierten Zellen gewonnen wurde. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-
Herstellerprotokoll. Für das RNA-Gel wurden 5µg der RNA-Probe aufgetragen. 
 
Zusammenfassend kann nun bezüglich der kombinierten Färbung von FOXP3 und Zytokinen 
unter dem Aspekt der anschließenden Isolierung intakter RNA festgehalten werden, dass nach 
der neu etablieren Färbemethode, das heißt Fixierung der Zellen mit 0.25% PFA für 10-15 sec 
bei RT und anschließender Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C, RNA 
mit der Trizol/LP-Methode isoliert werden kann, die weitestgehend intakt ist und somit zur 
weiteren Analyse zur Verfügung steht. Diese These soll in weiteren Versuchen bestätigt wer-
den. 
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4.2 Analyse der Genexpression mittels quantitativer rt-PCR 
Um die Intaktheit der RNA nach der neu etablierten Färbemethode zu überprüfen, wurden 
bestimmte Gene mittels quantitativer rt-PCR repliziert und mit einer unfixierten Kontrolle 
anhand eines Standards verglichen. Hierfür erfolgte zunächst die Herstellung von cDNA mit-
tels reverser Transkription und anschließend die quantitative rt-PCR. Es wurden für die 
cDNA-Herstellung pro Probe 300 ng RNA, pro Standard 2000 ng RNA eingesetzt. Um zu 
überprüfen, ob die Reverse Transskription trotz nicht mehr komplett integrer RNA erfolgreich 
war, wurde die hergestellte cDNA im Vergleich zur eingesetzten RNA-Menge vergleichend 
am NanoDrop vermessen. Wie in Tabelle 4-1 beispielhaft gezeigt, ergab sich in drei paralle-
len Versuchsansätzen sowohl in den unfixierten als auch in den mit 0.25% PFA fixierten und 
mit 70% Ethanol permeabilisierten Zellen ein cDNA-Gehalt von ca. 300 ng/µl bei jeweils 
15ng/µl eingesetzter RNA. Dies entspricht der zu erwartenden cDNA-Ausbeute bei der zuvor 
eingesetzten RNA-Menge und zeigt, dass die reverse Transkription auch bei fixierten Zellen 
und eventuell fragmentierter RNA ohne große Verluste möglich ist. 
 
Fixierung eingesetzter RNA-Gehalt cDNA-Gehalt 
unfixiert 15 ng/µl 294.23 ng/µl 
0.25%PFA/70%Ethanol 15 ng/µl 284.29 ng/µl 
Tbl. 4-1: Vergleich des cDNA-Gehalts nach reverser Transkription pro 15 ng/µl eingesetz-
ter RNA bei unfixierten und fixierten RA- Treg 
RA- Treg wurden für 25 Tage in vitro kultiviert, für 7 Tage ruhiggestellt und anschließend behandelt, als würden 
sie auf FOXP3 und Zytokine gefärbt werden. Hierfür wurden die Zellen zunächst mit 0.25% PFA für 10-15 sec 
fixiert und anschließend mit 70% Ethanol permeabilisiert. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-
Extraktion vor Zugabe von Trizol mit LP für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine Kontrolle, die aus 
den unfixierten Zellen gewonnen wurde. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-
Herstellung erfolgte laut Herstellerprotokoll. 
 
Nach der cDNA-Herstellung wurde des Weiteren untersucht, inwieweit die verschiedenen 
Färbemethoden vergleichbar mit einer unfixierten Kontrolle sind und zwar in Bezug auf die 
Intaktheit unterschiedlicher Gene. Hierzu wurde der Beginn der Zyklen der Fluoreszenzmes-
sung (CT Mean) während des Realplex-Laufes gemessen, da er für den Vergleich des cDNA-
Gehalts und der darin enthaltenen intakten Gene herangezogen werden kann. Es wurden für 
diesen Versuch drei verschiedene Kulturen von RA- Treg verwendet, die in vitro kultiviert 
und anschließend ruhiggestellt wurden. Vor der Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit 
PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 wur-
den die Zellen entweder mit eBioscience oder mit der oben neu etablierten Methode mit 
0.25% PFA bzw. 0.5% PFA für 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Ethanol permeabilisiert 
und auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-
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Extraktion vor Zugabe von Trizol mit Lysepuffer für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wur-
de eine Kontrolle, die aus den unfixierten Tconv gewonnen wurde, die für 11 Tage in vitro 
stimuliert worden waren. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-
Herstellung und die Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstel-
lerprotokoll.  
In Abbildung 4-10 ist eine quantitative rt-PCR dargestellt, die fixierte Zellen mit einer 
unfixierten Kontrolle in Hinblick auf verschiedene Gene inklusive der drei Housekeeper-Gene 
(Beta-2-Mikroglobulin (B2M), Glycerinaldehy-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und 
beta-Aktin (B-Aktin)) vergleicht. Die Grafik zeigt, nach wie vielen Replikations-Zyklen der 
Fluoreszenzanstieg der untersuchten cDNA-Proben messbar war. Hier zeigt sich ein deutli-
cher Unterschied zwischen der unfixierten Kontrolle und den fixierten Zellen. Bei der 
unfixierten Kontrolle ist jeweils circa 3 Zyklen früher ein Fluoreszenzanstieg messbar als bei 
den fixierten Proben. Nach Fixierung und Färbung mit eBioscience ist der Beginn der Fluo-
reszenzmessung am spätesten, im Schnitt ca. 5-8 Zyklen nach der unfixierten Kontrolle, zu 
beobachten. Die Anfänge der Fluoreszenzmessungen nach den Fixierungen mit 0.25% PFA 
bzw. mit 0.5% PFA und anschließender Permeabilisieurng mit 70% Ethanol sind miteinander 
vergleichbar, kommen jedoch – wie bereits oben erwähnt – 3 Zyklen später als die unfixierte 
Kontrolle, was definitionsgemäß bedeutet, dass der cDNA-Gehalt dieser fixierten Proben um 
das Zehnfache niedriger ist als der der unfixierten Kontrolle. Da aber dennoch ein Anstieg der 
Fluoreszenz bei der Vermessung der Zellproben für verschiedene Gene bei allen Zellproben, 
die mit PFA fixiert und mit Ethanol permeabilisiert wurden, beobachtet werden kann, muss 
nun im Folgenden untersucht werden, ob der cDNA-Verlust gleichmäßig über das ganze Ge-
nom verteilt oder nur zufällig in einzelnen Genabschnitten lokalisiert ist. Sollte der Verlust 
gleichmäßig verteilt sein, so würde er sich aufheben, wenn man den Quotienten aus zwei in 
diesen Zellen sicher exprimierten Genen bildet. Das heißt, der Quotient aus diesen zwei Ge-
nen müsste einen gleichen oder ähnlichen Wert zwischen den unfixierten und den fixierten 
Zellen liefern, da der cDNA-Verlust in beiden Genen gleich groß wäre und sich somit das 
Verhältnis der cDNA der zwei Gene nicht verändern würde.  
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Abb. 4-10: Einfluss der Fixierung der Zellen auf den Fluoreszenzanstieg während der Repli-
kation verschiedener Genomabschnitte 
Drei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden in vitro kultiviert und anschließend ruhiggestellt. Vor der 
Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflä-
chenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entweder mit eBioscience oder mit der oben neu etablierten Methode 
mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA für 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf 
FOXP3 und IL-4 gefärbt. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-Extraktion vor Zugabe von Trizol 
mit LP für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine Kontrolle, die aus den unfixierten Tconv gewonnen 
wurde, die für 11 Tage in vitro stimuliert worden waren. Die Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. 
Die cDNA-Herstellung und die Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerpro-
tokoll. 
 
Für die Klärung dieser These wurden in einem neuen Versuch drei verschiedene Kulturen von 
RA- Treg verwendet, die in vitro kultiviert und anschließend ruhiggestellt wurden. Vor der 
Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop. 
Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entweder mit eBioscience oder mit 
BD Cytofix/Cytoperm oder mit der oben neu etablierten Methode mit 0.25% PFA bzw. 0.5% 
PFA für 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Ethanol permeabilisiert und auf FOXP3 und  
IL-4 gefärbt. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-Extraktion vor Zugabe von 
Trizol mit LP für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine Kontrolle, die aus den 
unfixierten Tconv gewonnen wurde, die für 11 Tage in vitro stimuliert worden waren. Die 
Extraktion erfolgte nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-Herstellung und die Aufarbei-
tung der cDNA zur quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerprotokoll. 
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Abb. 4-11: Einfluss verschiedener Fixierungen/Permeabilisierungen auf die Verteilung des 
Genomverlusts der jeweiligen Zellen für CD4 und B2M 
Drei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden in vitro kultiviert und anschließend ruhiggestellt. Vor der 
Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflä-
chenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entweder mit eBioscience oder mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit der 
oben neu etablierten Methode mit 0.25% PFA bzw. 0.5% PFA für 10-15sec bei RT fixiert und mit 70% Ethanol 
permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. Nach der Färbung wurden die Zellen für die RNA-Extraktion 
vor Zugabe von Trizol mit LP für 1 h bei 65°C inkubiert. Mitgeführt wurde eine Kontrolle, die aus den 
unfixierten Tconv gewonnen wurde, die für 11 Tage in vitro stimuliert worden waren. Die Extraktion erfolgte 
nach Trizol-Herstellerprotokoll. Die cDNA-Herstellung und die Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen rt-
PCR erfolgten nach Herstellerprotokoll. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit dem unpaired student’s t-
test. 
 
In Abbildung 4-11 sieht man die graphische Darstellung der Mittelwerte des Quotienten aus 
CD4 und B2M bei den verschiedenen Färbemethoden nach Analyse der cDNA mittels quanti-
tativer rt-PCR nach reverser Transkription der zuvor isolierten RNA. Betrachtet man zunächst 
den Quotienten CD4/B2M der unfixierten Kontrolle, so ergibt sich ein Mittelwert der drei 
untersuchten RA- Treg Kulturen von 1.243. Hierbei handelt es sich um den Wert, den man 
möglichst auch bei fixierten Zellen erreichen möchte, falls der cDNA-Verlust in beiden Ge-
nen durch die Fixierung gleich groß wäre. Betrachtet man zunächst den Wert bei der 
eBioscience-Färbung, so sieht man, dass dieser Quotient nur 0.511 beträgt und somit am wei-
testen von dem gewünschten abweicht. Bei der Färbung mit BD Cytofix/Cytoperm beträgt der 
Quotient 0.826. Beide genannten Werte weichen signifikant von dem erwünschten Ergebnis 
ab, so beträgt für eBioscience p = 0.0005 und für BD Cytofix/Cytoperm p = 0.0045. Daraus 
lässt sich für diese beiden Färbung folgern, dass sie ungeeignet für die nachfolgende Isolie-
rung intakter RNA sind. Betrachtet man nun die neu etablierte Färbemethode mit 0.25% PFA 
bzw. 0.5% PFA und 70% Ethanol, so erhält man für die Fixierung mit 0.25% PFA als Mittel-
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wert des CD4/B2M-Quotienten einen Wert von 1.324 und für die Fixierung mit 0.5% PFA 
einen Wert von 1.593. Beide Werte zeigen mit einem p von 0.49 für 0.25% PFA bzw. einem p 
von 0.20 für 0.5% PFA keinen signifikanten Unterschied zu der unfixierten Kontrolle. In der 
Grafik erkennt man, dass der Mittelwert bei Fixierung mit 0.25% PFA dem der unfixierten 
Kontrolle am nächsten kommt. Daraus lässt sich schließen, dass der Genverlust bei dieser neu 
etablierten Färbemethode geringer ist als bei jeder anderen zusätzlich getesteten Methode, sie 
der unfixierten Kontrolle am ähnlichsten ist und sie somit festgelegt wird als die Methode, 
nach der in dieser Promotionsarbeit alle weiteren Färbungen, RNA-Extraktionen und Analy-
sen der Genexpression erfolgen werden. Zusammenfassend kann man festhalten, dass für alle 
weiteren Versuche die in diesem Kapitel etablierte Färbung und RNA-Extraktion verwendet 
werden, das heißt die Färbung nach Fixierung mit 0.25% PFA bei einer Fixierungsdauer von 
10-15 sec bei RT und nach Permeabilisierung mit 70% Ethanol bei einer Inkubationszeit von 
10 min bei -20°C sowie die RNA-Extraktion nach Inkubation mit LP für 1 h bei 65°C mit 
Trizol. 
 
Parallel zur oben beschriebenen Titration der Färbe- und Fixierungsmethode mit PFA und 
Ethanol wurde eine Versuchsreihe mit einem 2010 neu publizierten Paper mit ähnlicher The-
matik durchgeführt, bei der diese Methode mit der Färbung mit 1%PFA für 10min bei RT und 
70% Ethanol für 10 min bei -20°C verglichen wurde. Die Vergleichs-Methode wurde von 
Boniface et al. (2010) (59) verwendet, um nach Färbung auf IL-17 mit BD Cytofix/Cytoperm 
und Zellsortierung aus den gesorteten Zellen RNA mit dem High Pure FFPE RNA Micro Kit 
von Roche (Roche-Kit) für weitere Analysen zu isolieren. Diese Methode wurde im Hinblick 
auf RNA-Integrität und RNA-Analyse untersucht. Für den folgenden Versuch wurden zwei 
verschiedene Kulturen von RA- Treg verwendet, die in vitro kultiviert und anschließend ru-
higgestellt wurden. Vor der Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit PMA/Ionomycin in 
Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entwe-
der mit eBioscience, mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 1% PFA für 10 min bei RT fixiert 
und 70% Ethanol für 10min bei -20°C permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. Nach 
der Färbung wurde die RNA mit dem Roche-Kit oder mit Trizol/LP extrahiert. Mitgeführt 
wurde je Kultur eine Kontrolle, die unfixiert belassen wurde. Die cDNA-Herstellung und die 
Aufarbeitung der cDNA zur quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerprotokoll. Wie in 
Abbildung 4-12 gezeigt, wurden cDNA-Proben miteinander verglichen, die nach Färbung 
mit verschiedenen Färbemethoden bzw. unfixiert aus gewonnener RNA hergestellt wurden, 
die entweder mittels Roche-Kit oder mittels Trizol/LP extrahiert worden war. Verglichen 
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wurde wiederum der CD4/B2M-Quotient, um festzustellen, ob der vorhandene cDNA-Verlust 
gleichmäßig über das ganze Genom verteilt ist bzw. nach welchen Färbe- und Extraktionsme-
thoden dies der Fall ist. Vergleicht man zunächst die Mittelwerte des Quotienten der 
unfixierten Zellen zwischen den beiden Extraktionsmethoden, so sind die mit 0.825 beim Ro-
che-Kit und 0.807 bei Extraktion mit Trizol/LP in einer ähnlichen Größenordnung. Auch 
beim Vergleich des Quotienten bei der Färbung mit eBioscience sind beide Methoden mit 
Mittelwerten von 0.200 (Roche-Kit) und 0.124 (Trizol/LP) ähnlich; hier fällt auf, dass der 
Quotient nach Färbung mit eBioscience in beiden Fällen am weitesten von allen getesteten 
Methode von der unfixierten Kontrolle abweicht. Betrachtet man als Nächstes den Quotienten 
nach Färbung mit 1%PFA und 70%Ethanol, so liegt dieser Mittelwert nach Extraktion mit 
dem Roche-Kit bei 0.827 und nach Extraktion mit Trizol/LP bei 0.726. Auch bei dieser Fär-
bung besteht kein signifikanter Unterschied des Quotienten zwischen beiden Extraktionsme-
thoden. Allein nach der Färbung mit BD Cytofix/Cytoperm unterscheiden sich die Mittelwer-
te des Quotienten zwischen den beiden Extraktionsmethoden. Liegt der Quotient CD4/B2M 
nach Extraktion mit dem Roche-Kit bei 0.703, so ist er nach Extraktion mit Trizol/LP mit 
einem Mittelwert von 0.316 weniger als halb so groß.  
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Abb. 4-12: Vergleich des CD4/B2M-Quotienten zwischen Roche-Kit und Trizol/LP 
Zwei verschiedene Kulturen von RA- Treg wurden in vitro kultiviert und anschließend ruhiggestellt. Vor der 
Färbung erfolgte die Stimulation für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop. Nach der Oberflä-
chenfärbung auf CD4 wurden die Zellen entweder mit eBioscience, mit BD Cytofix/Cytoperm oder mit 1% PFA 
für 10 min bei RT fixiert und 70% Ethanol für 10mnin bei -20°C permeabilisiert und auf FOXP3 und IL-4 ge-
färbt. Nach der Färbung wurde die RNA mit dem Roche-Kit oder mit Trizol/LP extrahiert. Mitgeführt wurde je 
Kultur eine Kontrolle, die unfixiert belassen wurde. Die cDNA-Herstellung und die Aufarbeitung der cDNA zur 
quantitativen rt-PCR erfolgten nach Herstellerprotokoll. 
 
Daraus lässt sich folgern, dass das Roche-Kit zur RNA-Extraktion nach Färbung mit BD 
Cytofix/Cytoperm besser geeignet ist als die Extraktion mit Trizol/LP. Da aber die Färbung, 
die in dieser Promotionsarbeit benötigt wird, nämlich die kombinierte Färbung mit FOXP3 
und Zytokinen, mit BD Cytofix/Cytoperm nicht mit zufriedenstellendem Ergebnis möglich 
ist, bringt die RNA-Extraktion mit dem Roche-Kit keinen Vorteil gegenüber der Methode mit 
Trizol/LP und wird daher nicht weiterverfolgt. 
 
 
4.3 Genexpression in fixierten und nach FOXP3 und IL-4 
gesorteten Zellen 
 
Da im Kapitel 4.2 nun eine Methode etabliert wurde, die nach kombinierter FOXP3- und 
Zytokin-Färbung die Extraktion intakter RNA für weitere Analysen möglich machte, wurde 
diese Methode im Folgenden dazu eingesetzt, in vitro kultivierte RA- Treg nach FOXP3 und 
IL-4 zu sorten, danach RNA zu extrahieren und nach reverser Transkription in cDNA mittels 
quantitativer rt-PCR im Hinblick auf die unterschiedliche Expression bestimmter Gene zu 
analysieren. 
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Hierfür wurden aus zwei verschiedene Kulturen jeweils 50 bis 60 Millionen RA- Treg für 12 
Tage kultiviert, für 4 Tage ruhiggestellt und vor der Färbung für 5 h mit PMA/Ionomycin in 
Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach 
Fixierung mit 0.25% PFA 10-15 sec bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 
min bei -20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Zur Überprüfung der Güte der Färbung 
wurde je 1 Million der Zellen als Kontrolle mit eBioscience auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. 
Danach erfolgte die durchflusszytometrische Zellsortierung mittel FACSAria (BD) in die drei 
Subpopulationen FOXP3+/IL4-, FOXP3-/IL4-, FOXP3-/IL4+. Abbildung 4-13 zeigt das 
Vorgehen bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung. Es handelt sich um 2 voneinander 
unabhängige Experimente mit jeweils einem simultanen Sort, bei dem nach Gaten in eine 
FOXP3-positive und -negative Population die Gates in der FOXP3-positiven Population für 
die IL4-negative und in der FOXP3-negativen sowohl für die IL4-negative als auch für die 
IL4-positive Population gesetzt wurden und anschließend der Sort als Vier-Wege-Sortierung 
erfolgte. Hierdurch ergaben sich die drei Subpopulationen der RA- Treg, deren Genexpression 
im weiteren Verlauf mittels quantitativer rt-PCR weiteruntersucht werden sollte; diese Popu-
lationen werden im Folgenden bezeichnet als FOXP3+/IL4-, FOXP3-/IL4- und FOXP3-
/IL4+. Die beispielhaft gezeigte eBioscience-Kontrolle des ersten Experimentes bestätigt, 
dass die Färbung nach der neuen Methode der Güte der kommerziellen Färbung entspricht. 
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Abb. 4-13: Vorgehen bei der durchflusszytometrischen Zellsortierung nach FOXP3 und IL4 
Jeweils 50 bis 60 Millionen Zellen zweier verschiedener Kulturen RA- Treg wurden für 12 Tag kultiviert, für 4 
Tage ruhiggestellt und vor der Färbung für 5 h mit PMA/ Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. 
Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 0.25% PFA für 10-15 sec bei RT und 
Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Zusätzlich wurde 
je 1 Million der Zellen als Kontrolle mit eBio-science auf FOXP3 und IL-4 gefärbt. 
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Nach der Zellsortierung waren für die RNA-Extraktion in der FOX3+/IL4- Population ca. 1.3 
Millionen Zellen, in der FOXP3-/IL4- Population ca. 250 000 Zellen und in der FOXP-/IL4+ 
Population ca. 800 000 Zellen vorhanden. Nach der Sortierung wurden die Proben der 3 Sub-
populationen während des Transports leicht gekühlt (bei ca. 4°C) und lichtundurchlässig ver-
packt, um die RNA zu schützen. Anschließend erfolgten wegen der geringen Zellzahlen erst 
nach Zugabe von Glykogen zur Sichtbarmachung der RNA-Pellets die Inkubation mit 
Lysepuffer (LP) für 1 h bei 65°C, die RNA-Extraktion mittels Trizol und danach die cDNA-
Herstellung nach üblichem Protokoll. Im Anschluss erfolgte die Analyse ausgewählter Gene 
mittels quantitativer rt-PCR. 
Für Gene, deren Expression in den drei gesorteten Populationen näher untersucht werden soll-
te, wurden als Kontrollgene CD4, IL4 und FOXP3 gewählt, da zu erwarten war, dass CD4 in 
allen Populationen kultivierter RA- Treg im gleichen Maße vorhanden sein und die Höhe von 
FOXP3 und IL4 mit der jeweils gesorteten Subpopulation korrelieren sollte. Zusätzlich wur-
den die Transkriptionsfaktoren GATA3 und RORc und andere Gene wie LAG3 und LIF (vgl. 
Einleitung) bezüglich ihrer Expression in den drei Subpopulationen betrachtet. Da auch hier 
wieder nicht die absoluten Werte betrachtet werden können, wurde als Housekeeper B2M 
mitgeführt und für die Vergleichbarkeit der Genexpression der Quotient des jeweiligen Gens 
mit B2M (Gen/B2M) gebildet. 
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Abb. 4-14: Gegenüberstellung des Genexpressionsmusters zweier nach FOXP3 und IL-4 
gesorteter Kulturen 
Jeweils 50 bis 60 Millionen Zellen zweier verschiedener Kulturen RA- Treg wurden für 12 Tage kultiviert, für 4 
Tage ruhiggestellt und vor der Färbung für 5 h mit PMA/Ionomycin in Gegenwart von Golgi Stop stimuliert. 
Nach der Oberflächenfärbung auf CD4 erfolgten nach Fixierung mit 0.25% PFA für 10-15 sec bei RT und 
Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10 min bei -20°C die Färbungen auf FOXP3 und IL-4. Nach der RNA-
Extraktion mit Trizol/LP und der cDNA-Herstellung erfolgte die quantitative rt-PCR für die Gene CD4, FOXP3, 
IL4, GATA3, RORc, LAG3 und LIF. 
 
 
Abbildung 4-14 zeigt die Gegenüberstellung der zwei gesorteten Kulturen im Hinblick auf 
ihr Genexpressionsmuster ausgewählter Gene. Betrachtet man zunächst die drei Kontrollgene, 
so fällt auf, dass sich für CD4, das ja in allen Treg Zellen und somit auch in allen Subpopula-
tionen in gleichem Maße exprimiert werden sollte, kein einheitliches Expressionsmuster zeigt. 
Beiden Sorts ist gemeinsam, dass die doppelt-negativ gesortete FOXP3-/IL4- Population am 
wenigsten CD4 exprimiert. Des Weiteren fällt auf, dass für FOXP3 und IL-4, nach denen die 
jeweiligen Populationen ja gesortet wurden, das Muster der Genexpression in beiden Sorts der 
jeweilig gesorteten Population entspricht. So findet sich die höchste FOXP3-Expression in der 
FOXP3+/IL4- gesorteten, am wenigsten FOXP3 in der FOXP3-/IL4+ gesorteten Population. 
Die doppelt negative Population FOXP3-/IL4- zeigt die zweitgeringste Expression. Auch bei 
der Expression von IL-4 lässt sich das bereits oben beschriebene Muster wiederfinden; die 
höchste IL-4-Expression findet sich in der FOXP3-/IL4+, die niedrigste in der FOXP3+/IL4- 
Population. Die doppelt-negative Probe und die unfixierte Kontrolle zeigen ein ähnliches Ex-
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pressionslevel. Durch diese Betrachtung, lässt sich zeigen, dass die gesorteten Populationen 
auch in ihrem Expressionsmuster dem zu Erwartenden entsprechen. 
Auch für GATA3 lässt sich eine Tendenz in beiden Sorts feststellen. Hier exprimieren die 
FOXP3-/IL4+ am meisten, so wie man es auch erwarten würde, da GATA3 ein Th2-Zellen 
spezifisches Gen ist und diese Zellen auch IL4-Produzenten sind. Bei der Untersuchung des 
Th17-spezifischen Transkriptionsfaktors RORc unterscheiden sich die beiden Kulturen inso-
fern, als dass die FOXP3-/IL4- Population zwar am meisten RORc exprimiert, der Unter-
schied zu den anderen Populationen allerdings sehr gering ist.  
In Bezug auf ihre Expression unterscheiden sich die Gene LAG3 und LIF in ihrem Expressi-
onsverhalten dahingehend, dass LAG3 in beiden untersuchten Kulturen uniform am meisten in 
der FOXP3+/IL4- Population vertreten ist, während LIF vor allem in der FOXP3-/IL4+ Popu-
lationen exprimiert wird. Wie in unserer Publikation 2011 beschrieben, können FOXP3+ 
Zellpopulationen Produzenten von LAG3 sein (16). Diese Tendenz ist hier in beiden 
gesorteten Kulturen deutlich zu sehen. 
Zusammenfassend kann man also festhalten, dass es in dieser Arbeit gelungen ist, eine Me-
thode zu entwickeln, mit der man nach Fixierung und Permeabilisierung von Treg diese mit-
tels Zellsortierung in ihre Subpopulationen auftrennen und intakte RNA zu weiteren Analyse 
gewinnen kann. Folglich konnten die Treg-Subpopulationen mittels quantitativer real-time 
PCR weiter klassifiziert und definiert werden. 
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5. Diskussion 
 
CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg) sind physiologischer Weise imstande, Immun-
antworten zu modulieren und die Aktivität konventioneller T-Zellen zu unterdrücken. Hier-
durch werden überschießende Immunreaktionen mit potentiell gewebeschädigenden Folgen 
vermieden. Treg-Zellen werden durch eine Vielzahl von Eigenschaften, Genen, Oberflächen-
markern sowie durch die Produktion und Sekretion von bestimmten Botenstoffen charakteri-
siert (7). 
In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen eine Methode zu entwickeln, mit der man kultivier-
te Treg-Zellen nach Färbung, durchflusszytometrischer Zellsortierung und nach RNA-
Extraktion mittels quantitativer realtime-PCR einer molekularen Analyse ausgewählter Gene 
zur näheren Charakterisierung unterziehen kann. Dies gelang mittels Fixierung durch 0.25% 
PFA für 10-15 sec bei RT und Permeabilisierung mit 70% Ethanol für 10min bei -20°C. Nach 
der durchflusszytometrischen Zellsortierung erfolgte die RNA-Extraktion aus den gesorteten 
Subpopulationen mit Trizol nach vorheriger Inkubation für 1 Stunde in Lysepuffer bei 65°C 
auf dem Thermoschüttler. Anschließend wurde aus den gesorteten Proben zunächst cDNA 
hergestellt und diese mittels quantitativer realtime-PCR näher analysiert. 
 
 
5.1 Güte und Anwendbarkeit der kombinierten FOXP3- und IL4-
Färbung für die Zellsortierung 
 
Im Vergleich zu der kombinierten FOXP3- und IL4-Färbung mit dem konventionellen 
Färbekit von eBioscience unterscheidet sich die in dieser Arbeit etablierte Methode vor allem 
dahingehend, dass für die oben genannte Färbung Ethanol verwendet wurde und die Para-
formaldehydkonzentration im Vergleich zu kommerziellen Kits (Biosciences-Kit) drastisch 
reduziert wurde. Wie in unserer Arbeitsgruppe 2010 gezeigt, benötigt man Ethanol bei der 
Färbung von FOXP3 zur Permeabilisierung der Zellen, damit der Antikörper im Zellkern an 
den Transkriptionsfaktor FOXP3 binden kann. Um zusätzlich auch Zytokine in der Zelle an-
färben zu können, müssen diese zuvor in der Zelle fixiert werden, damit sie bei der 
Permeabilisierung nicht aus der Zelle entweichen. Für diese Fixierung wurde in der vorlie-
genden Arbeit PFA verwendet, wobei schon eine niedrige Konzentration (0.25%) und eine 
kurze Inkubationsdauer (10-15 Sekunden) ausreichten, um die Zytokine in der Zelle zu halten. 
Mittels einer Kombination aus PFA-Fixierung und Ethanol-Permeabilisierung ist es gelungen, 
Färbebedingungen zu finden, mit denen man Zytokine und FOXP3 gemeinsam färben kann, 
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ohne die RNA für nachfolgende molekulare Analysen vollständig zu zerstören. Auch wenn 
diese Färbung im Vergleich zu der Färbung mit kommerziellen Kits von eBioscience nicht 
dieselbe Trennungsqualität aufweist, so ermöglicht sie, wie unter 4.3 beschrieben, eine 
durchflusszytometrische Zellsortierung mit anschließender RNA- bzw. cDNA-Analyse.  
 
 
5.2 RNA-Extraktion mit PFA und Ethanol – Qualität und Integrität 
Es wurde für die Zellsortierung mit anschließender RealPlex-Analyse ein geringer Prozentsatz 
an PFA, nämlich nur 0.25% verwendet, um die Zelle bzw. die RNA - bei ähnlicher Färbequa-
lität - nicht mehr als nötig schädlichen Detergenzien auszusetzen 
Paraformaldehyd (PFA) wird dazu eingesetzt, Zytokine in der Zelle festzuhalten, und interfe-
riert daher auch mit anderen intrazellulären Strukturen und fixiert diese in der Zelle. Dies gilt 
ebenso in Bezug auf die RNA. Es wird davon ausgegangen, dass die Fixation mit PFA zum 
einen zu einer teilweisen Degradierung der RNA führt, zum anderen, dass das PFA selbst mit 
der RNA reagiert und durch Spaltung der Methylenbrücken zwischen den Aminogruppen N-
Methylol bildet. Für diese Spaltung ist vor allem der Poly-A-Schwanz der mRNA in fixierten 
Zellen besonders anfällig, weswegen die Herstellung der cDNA aus dieser RNA nur einge-
schränkt möglich ist (60). Deshalb wurde nun versucht, die Entstehung solcher Verbindungen 
zwischen PFA und RNA zu minimieren; dafür wurde überlegt, die in unserer Arbeitsgruppe 
für die DNA-Extraktion entwickelten und getesteten Puffer im Hinblick auf die Einsetzbarkeit 
in der RNA-Extraktion zu testen. Der Lysepuffer (LP) mit einem SDS-Gehalt von 0.5% er-
wies sich als geeignet für den weiteren Gebrauch. Da RNA sehr viel labiler ist als die DNA, 
unter anderem weil sie im Gegensatz zur doppelsträngigen DNA einsträngig vorliegt, wurde 
die Inkubationszeit des Lysepuffers auf 1 Stunde bei 65°C auf dem Thermoschüttler reduziert. 
Die Qualität der so erhaltenen RNA ließ sich indirekt testen; so zeigte sich bei der Herstellung 
von cDNA nur ein sehr geringer Mengenunterschied bei der Verwendung fixierter im Ver-
gleich zu unfixierten Zellen bei gleicher eingesetzter RNA-Menge (siehe Kapitel 4.2). Die 
Integrität der gewonnenen RNA ließ sich mittels RNA-Gel beurteilen. Wie im Ergebnisteil in 
Abbildung 4-9 an den ribosomalen Banden erkennbar, ist nach der oben beschriebenen Färbe- 
und Extraktionsmethode intakte RNA vorhanden und steht zur weiteren Analyse zur Verfü-
gung.  
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5.3 Genanalyse mittels real-time PCR 
Zur weiteren Genanalyse musste aus der gewonnenen RNA die cDNA Herstellung erfolgen.  
Wie unter 5.2 beschrieben, wird durch die Fixierung mit PFA der RNA-Gehalt, der für die 
Umschreibung in cDNA zur Verfügung steht, leicht reduziert. Dies führt dazu, dass – bei 
gleicher eingesetzter RNA-Menge – weniger intakte cDNA in den fixierten Zellen als in den 
unfixierten Kontrollzellen entstehen kann.  
Wenn man Abbildung 4-10 betrachtet, sieht man, dass die Zyklen, ab denen Fluoreszenz in 
der quantitativen realtime-PCR gemessen werden kann, um bis zu + 6 Zyklen (CT Mean) 
nach Fixation der Zellen im Vergleich zur unfixierten Kontrolle abweichen können. Dies lässt 
sich auch durch den geringeren cDNA-Gehalt erklären. Bei der Fixation mit eBioscience er-
kennt man schon anhand des RNA-Gels, dass die RNA komplett degradiert vorliegt, da kei-
nerlei Banden mehr zu sehen sind. Dies verifiziert sich bei Betrachtung des RealPlex. Man 
sieht also in Abb. 4-10, dass der cDNA-Gehalt zwischen den einzelnen Genen im CT Mean 
stark schwankt, die Tendenz bezüglich der unfixierten und fixierten Proben jedoch gleich 
bleibt. Daher wurde diejenige Methode weiterverwendet, deren Ergebnisse derjenigen der 
unfixierten Zellen am nächsten kommt, nämlich der Fixierung mit 0.25% PFA und der 
Permeabilisierung mit 70% Ethanol und der anschließenden Extraktion mit Trizol nach ein-
stündiger Inkubation mit Lysepuffer bei 65°C auf dem Thermoschüttler. 
Bei Betrachtung der Rohdaten des RealPlex nach Zellsortierung fällt auf, dass beim Vergleich 
der Doppelwerte der einzelnen Populationen einer Kultur zum Teil erhebliche Abweichungen 
voneinander messbar sind. Diese lassen sich, wie unter 5.2 beschrieben, durch die teilweise 
Degradierung der RNA und damit einer fehlerhaften bzw. unvollständigen reversen 
Transskription erklären. Der Unterschied der Doppelwerte zeigt, dass, selbst bei Verwendung 
desselben cDNA-Pools, unterschiedlich lange Teilstücke der cDNA vorliegen können, die zu 
unterschiedlichen Fluoreszenzmessungen und somit zu unterschiedlichem cDNA-Gehalt füh-
ren. 
 
5.3.1 Kontrollgene zur Qualitätssicherung der Zellsortierung 
Betrachtet man zunächst die sogenannten Kontrollgene der Zellsortierung, nämlich neben 
dem Housekeeper Beta-2-Mikroglobulin auch diejenigen Gene, nach denen die Zellensortie-
rung erfolgte, FOXP3 und IL-4, so fällt auf, dass sich vor allem bei Beta-2-Mikroglobulin die 
Werte der Rohdaten zwischen unfixierten und fixierten Zellen teilweise um das 30-Fache un-
terscheiden. Wäre dieser Unterschied nur zwischen fixierten und unfixierten Zellen zu sehen, 
könnte man vermuten, dass dies wiederum ein Ergebnis der Fixierung mit PFA ist. Jedoch 
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auch zwischen den fixierten und gesorteten Populationen fallen diese Unterschiede auf. Hier-
für ließ sich bisher keine eindeutige Erklärung finden, wahrscheinlich sind für die Variabilität 
die PFA-Expositionsdauer und das Zeitintervall bis zur Extraktion verantwortlich. Ähnlich 
verhält es sich für die beiden Kontrollgene FOXP3 und IL-4. Da die Zellen genau nach diesen 
beiden Genprodukten sortiert wurden, dient die Expressionsstärke dieser Gene als Qualitäts-
kontrolle für die Methode. Es zeigt sich, dass die IL-4-Expression in den FOXP3-/IL4+ 
gesorteten Zellen am höchsten ist, ebenso die FOXP3-Expression in den FOXP3+/IL4- Zel-
len. Man sieht jedoch auch bei diesen beiden Kontrollgenen, dass sich die Kulturen der beiden 
Sorts im Hinblick auf den absoluten Gen-Gehalt unterscheiden. So scheint es, als habe der 
zweite Sort in Bezug auf IL-4 nur ein Viertel des cDNA-Gehalts des ersten, wohingegen in 
Bezug auf FOXP3 das Verhältnis umgekehrt ist. Zusammenfassend ließ sich in beiden Expe-
rimenten eine positive Korrelation bezüglich der Genexpression für die positiv gesorteten 
Kontrollgenprodukte nachweisen, die Zellen separater Experimente unterscheiden sich aber in 
ihrem absoluten Gengehalt. 
 
 
5.3.2 Upregulation von Th2-Genen in der FOXP3-negativen Treg-
Subpopulation 
 
Betrachtet man als Nächstes die Genexpression von GATA3 in den gesorteten Treg-
Subpopulationen, so zeigt sich in beiden Sorts eindeutig eine erhöhte Expression in der 
FOXP3-/IL4+ Population. GATA3 ist, wie unter 1.3.2 beschrieben, ein linienspezifisches Gen 
für Th2-Zellen. Wie von unserer Arbeitsgruppe 2012 gezeigt, kommt es im Rahmen des Ver-
lusts von FOXP3 im Kulturverlauf von Treg-Zellen zur Hochregulation von Th2-spezifischen 
Genen, unter anderem auch GATA3 und IL-4 sowie IL-5 und IL-13. Die Th2-Differenzierung 
von ehemaligen Treg-Zellen nach Downregulation von FOXP3 trat sogar unter nicht-
polarisierenden Bedingungen auf und konnte durch Blockade der IL-4 Signalkaskade nicht 
unterdrückt werden (16).  
Genau dieser erste Sachverhalt wurde in dieser Arbeit in Abbildung 4-14 dargestellt; GATA3 
wird vor allem in der Subpopulation exprimiert, die kein FOXP3, dafür aber IL-4 produziert. 
 
5.3.3 RORc – Entwicklung zur Th17-Zelle? 
Da RORc ein charakteristischer Transkriptionsfaktor der Th17-Zellen ist und diese weder IL-4 
noch FOXP3 produzieren, erwartet man eine Genexpression vor allem in der doppelt negati-
ven Population. Wie in Abbildung 4-14 gezeigt, konnte das erwartete Genexpressionsmuster 
in beiden Sorts nachgewiesen werden. Die Differenz zwischen den einzelnen Populationen ist 
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jedoch nur minimal, so dass die Relevanz der Expressionsunterschiede fragwürdig bleibt. Die 
Differenzierung von Treg- zu Th17-Zellen nach FOXP3-Verlust wurde in der Literatur mehr-
fach beschrieben (18, 19, 61, 62). Hierfür wurden in aller Regel jedoch Th17-fördernde Kul-
turbedingungen eingesetzt. Unter den in dieser Arbeit eingesetzten neutralen Kulturbedingun-
gen (CD3/28 und IL-2 Stimulation) scheint die Th17-Differenzierung keine Rolle zu spielen. 
Die Daten dieser Arbeit inklusive die von unserer Arbeitsgruppe publizierten Daten belegen, 
dass die Th2-Differenzierung nach FOXP3-Verlust dominiert. 
 
5.3.4 LAG3 und LIF – zwei Treg-Gene? 
Zudem wurden in dieser Arbeit zwei weitere Gene, nämlich LAG3 und LIF (vgl. 1.3.4.2), 
untersucht, deren Signifikanz für die Treg-Population noch nicht abschließend geklärt werden 
konnte. LAG-3 als CD-4 assoziiertes Gen mit Bindung an MHC-Moleküle der Klasse II wird 
hauptsächlich von natürlichen CD4+CD25+FOXP3+ regulatorischen T-Zellen nach Aktivie-
rung exprimiert (16, 34). So zeigt sich korrelierend hierzu in Abbildung 14-4, dass LAG3 von 
allem in der FOXP3+/IL4- Subpopulation vermehrt exprimiert wird; am geringsten ist die 
Produktion in der FOXP3-/IL4+ Subpopulation. Dieses Expressionsmuster wurde in unserer 
Arbeitsgruppe 2012 in anderem Zusammenhang bereits festgestellt. Vergleicht man diesen 
Sachverhalt nun mit dem unter 5.3.2 erläuterten, also dass Th2-spezifische Gene nicht in 
FOXP3-positiven Treg-Zellen exprimiert werden, so könnte man folgern, dass LAG3 nur in 
Treg, nicht jedoch in Th2-Zellen exprimiert wird und somit als charakteristisches Gen für 
Treg gehandelt werden kann. 
Für das Gen LIF lassen sich mehrere Vermutungen anstellen, warum das Gen vor allem in 
den IL4+ und in den FOXP3- Zellen exprimiert wird, wie dies in Abbildung 4-14 dargestellt 
ist; hier exprimiert die FOXP3-/IL4+ Population am meisten LIF. Dass die Expression ver-
stärkt in der FOXP3-/IL4+ Population stattfindet, zeigt zum einen, dass - wie bei Cao W. et 
al. (2001) beschrieben - LIF die Th17-Zelldifferenzierung hemmen, zum anderen, dass nur in 
Abwesenheit von IL-4 eine Th17-Zelldifferenzierung stattfinden kann (8, 20, 63). Hinzu 
kommt, dass die Expression von LIF die FOXP3-Expression herunter regulieren kann (64). 
Fasst man diese drei Aussagen zusammen, so müssten Zellen, die LIF exprimieren, FOXP3- 
sein, und da LIF und IL-4 die Th17-Expression synergistisch hemmen, diese beiden Gene 
eventuell im gleichen Zelltyp auftreten. Somit kann LIF eher als ein Th2-Marker gehandelt 
werden, der nicht in FOXP3+-Treg produziert wird. 
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick 
Zusammenfassend ist es in dieser Arbeit gelungen, eine Methode zu entwickeln, mit der man 
Treg nach IL-4 und FOXP3 sortieren und in Hinblick auf ihr Genexpressionmuster näher un-
tersuchen kann. Diese Methode bietet nun die Möglichkeit, globale Expressionsmuster unter-
schiedlicher Differenzierungsstufen humaner Treg-Zellen zu untersuchen, um die Linienstabi-
lität bzw. das Differenzierungspotential dieser Zellpopulation aufzuklären. Wichtige Parame-
ter zur erfolgreichen Durchführung der Methode sind eine möglichst kurze Fixierungsdauer 
mit 0.25%-igem Paraformaldehyd und eine Permeabilisierung mit 70% Ethanol mit anschlie-
ßender Färbung und zügiger durchflusszytometrischer Zellsortierung sowie eine Inkubation 
mit Lysepuffer für 1 Stunde bei 65°C vor der RNA-Extraktion mit Trizol. 
Trotz der erfolgreichen Etablierung der Methode zeigt die hohe Variabilität zwischen ver-
schiedenen Experimenten, dass weiterer Optimierungsbedarf besteht. Hierfür sollten in zu-
künftigen Experimenten zum Beispiel folgende Aspekte untersucht werden: Möglichkeit der 
PFA-freien Zytokinfixierung, Optimierung der Zeitintervalle während der Zellverarbeitung 
und Möglichkeit der Kultivierung nach durchflusszytometrischer Zellsortierung zu weiteren 
Plastizitäts-Studien. 
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